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RESUMO 

PEDROSO, L. B. Avaliação da possível diferença na sensibilidade dolorosa de 
ratos machos e fêmeas e da resposta de cada sexo a Crotalfina, um analgésico 
tipo opióide. 2011. 141 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 

 

Evidências clínicas e experimentais têm sugerido a existência de diferenças na 

sensação de dor e na resposta a fármacos analgésicos entre machos e fêmeas. A 

crotalfina (CRF), um peptídeo inicialmente isolado e caracterizado no veneno de 

serpentes Crotalus durissus terrificus, apresenta efeito antinociceptivo, quando 

avaliado em diferentes modelos experimentais de dor aguda e crônica. O efeito 

deste peptídeo é de longa duração e mediado pela ativação de receptores opióides 

periféricos do tipo kappa e delta. Contudo, os estudos com a crotalfina foram sempre 

realizados utilizando roedores machos. Assim, o presente projeto de pesquisa teve 

por objetivo avaliar a possível diferença na sensibilidade dolorosa e no efeito 

antinociceptivo da crotalfina, entre ratos machos e fêmeas. Para a avaliação da 

nocicepção, foram utilizados o modelo de hipernocicepção induzida pela injeção 

intraplantar de prostaglandina E2 (PGE2) ou o modelo de lesão crônica do nervo 

isquiático. Animais fêmeas apresentaram menor limiar nociceptivo, avaliado no teste 

de pressão de patas, e responderam à doses mais baixas de PGE2, quando 

comparado aos ratos machos. Não foram detectadas diferenças na resposta 

causada pela CCI, entre machos e fêmeas. A administração oral de CRF inibiu a 

hipernocicepção em ambos os modelos. Contudo, em animais fêmeas, as doses 

efetivas 90% foram menores do que em machos. Adicionalmente, a ação 

antinociceptiva da crotalfina, no modelo de hipernocicepção induzida por PGE2, foi 

mais prolongada em fêmeas (até 6 dias) do que em machos (até 5 dias), 

evidenciando maior potência deste peptídeo em fêmeas. Em ambos os sexos, o 

efeito antinociceptivo da CRF, no modelo de hiperalgesia por PGE2, foi mediado por 

receptores opióides periféricos do tipo kappa, enquanto no modelo de lesão nervosa, 

esse efeito foi mediado pela ativação de receptores opióides do tipo kappa e delta. 

Ainda, em estudos in vitro, fêmeas apresentaram maior expressão de receptores 

opióides kappa, em nervo da pata, em relação à machos, o que pode ter contribuído 

para a maior potência antinociceptiva da crotalfina, nestes animais. Para verificar a 

influência de hormônios gonadais nos efeitos observados, animais fêmeas foram 

castradas (OVX) e submetidas à reposição hormonal. Fêmeas OVX apresentaram 



limiares nociceptivos basais mais altos e resposta hipernociceptiva à PGE2 

semelhante a dos machos, efeito que foi revertido pela reposição hormonal. A OVX 

não interferiu com o efeito antinociceptivo da crotalfina. 

 

Palavras-chave: Crotalfina. Hormônios Gonadais. Antinocicepção. Receptores 

Opióides. Diferenças Sexuais. Nocicepção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

PEDROSO, L. B. Sex differences in nociception and in the antinociceptive 
activity of crotalphine, an opioid-like analgesic drug. 2011. 141 p. Ph. D. thesis 
(Pharmacology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2011. 

 

Experimental and clinical evidences have suggested that there are differences in 

pain sensation and in the response to antinociceptive drugs between males and 

females. Crotalphine (CRF) is a peptide first isolated and characterized on the 

Crotalus durissus terrificus snake venom, that displays antinociceptive activity when 

evaluated in acute and chronic pain models. This peptide induces long lasting 

antinociceptive effect, mediated by activation of peripheral kappa and delta opioid 

receptors. Nevertheless, the studies with crotalphine have always been carried out 

using male rodents. The aim of the present study was to evaluate the possible 

differences on pain sensation and on the antinociceptive effect of crotalphine 

between female and male rodents. In this study, prostaglandin E2 – induced 

hypernociception or the chronic constriction injury of rat sciatic nerve was used for 

pain evaluation. Females displayed lower nociceptive thresholds, evaluated on the 

paw pressure test and responded to lower doses of PGE2 when compared to male 

rodents. On the other hand, there were no differences in the nociceptive response to 

nerve constriction between male and female rats. The oral administration of CRF 

inhibited hypernociception in both models of pain. However in female animals the 

90% effective dose was smaller than in males. Furthermore, the antinociceptive 

effect of crotalphine, on the PGE2 -induced hypernociception was long lasting in 

females (six days) than in males (5 days). These results show that crotalphine is 

more effective in females than in males. In both sexes, the antinociceptive effect of 

CRF is mediated by peripheral kappa opioid receptors (PGE2 - induced 

hypernociception) or kappa and delta opioid receptors (CCI model). In in vitro assays 

demonstrated that, the kappa opioid receptor expression is higher in the nerve paw 

obtained from females than the one obtained from males. This phenomenon may 

contribute to the higher efficacy of crotalphine in females. In order to evaluate the 

influence of gonadal hormones on the observed effects, female animals were 

ovariectomized (OVX) and submitted to hormonal replacement. OVX females 

showed higher nociceptive thresholds and hypernociceptive response to PGE2, that 



was similar to those of males. These alterations were reversed by hormonal 

replacement. The OVX procedure did not interfere with the antinociceptive effect of 

crotalphine. 

 

Keywords: Crotalphine. Gonadal hormones. Antinociception. Opioid receptors. Sex 

differences. Nociception. 
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1 Introdução 



 

 

24 Introdução 

1.1 Crotalfina 

 

A crotalfina é um peptídeo de 14 resíduos de aminoácidos (Figura 1), com 

atividade antinociceptiva, inicialmente identificado e isolado do veneno de serpentes 

Crotalus durissus terrificus. Este peptídeo possui massa molecular de 1534,6 daltons 

e uma seqüência (Figura 1) idêntica à cadeia γ da crotapotina (KONNO et al., 2008). 

 

 

 

 

Figura 1 - Seqüência de aminoácidos da crotalfina 

 

 

Os estudos com a crotalfina estão baseados em dados da literatura 

evidenciando que o veneno crotálico acarreta efeito analgésico em seres humanos 

(BRAZIL, 1934) e em estudos experimentais mostrando que este veneno induz em 

roedores, efeito antinociceptivo. Nestes estudos foi observado que o efeito 

antinociceptivo do veneno é de longa duração (até 3 dias em modelos de dor crônica 

e 5 dias em modelos de dor aguda) e mediado pela ativação de receptores opióides 

do tipo kappa e delta (GIORGI; BERNARDI; CURY, 1993; PICOLO; GIORGI; CURY, 

2000; BRIGATTE, 2005; GUTIERREZ, 2005; GUTIERREZ et al., 2008). Apesar da 

atividade tipo opióide e, dependendo do modelo experimental utilizado, o tratamento 

prolongado com o veneno não acarreta o desenvolvimento de tolerância ou de sinais 

característicos de síndrome de abstinência (BRIGATTE et al., 2001). Estudos iniciais 

realizados por Giorgi et al. (1993) sugeriram que o fator responsável pelo efeito 

antinociceptivo do veneno não era um componente tóxico deste veneno, uma vez 

que a neutralização com o soro anticrotálico não interferia com o efeito 

antinociceptivo. Estudos subseqüentes possibilitaram o isolamento e caracterização 

da substância, presente no veneno, responsável pelo efeito antinociceptivo, a qual 

foi denominada crotalfina (KONNO et al., 2008). Estes estudos mostraram que, no 

modelo de hipernocicepção induzida, em ratos, pela administração intraplantar (i.pl.) 
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de prostaglandina (PGE2), o efeito antinociceptivo da crotalfina é detectado após 

administração sistêmica – oral e endovenosa – ou por via local – intraplantar (tecido 

subcutâneo). Quando administrada por via oral, sua efetividade neste modelo, é 

observada a partir da dose de 0,0016 g/Kg. O efeito antinociceptivo é também 

observado no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por carragenina e 

em modelos de dor de câncer (induzido pela injeção intraplantar de células do 

carcinoma de Walker 256 em ratos) e dor neuropática (induzida pela constrição 

crônica do nervo isquiático). Ainda, em todos os modelos, a ação antinociceptiva da 

crotalfina é de longa duração (3 a 5 dias), mediada pela ativação de receptores 

opióides periféricos do tipo kappa (modelos de dor aguda) e kappa e delta (modelos 

de dor crônica) (GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008). Curiosamente, 

apesar deste peptídeo apresentar efeito opióide, a sua estrutura química não tem 

homologia com nenhum peptídeo opióide conhecido. 

Os estudos com a crotalfina mostraram ainda, que: (a) o tratamento prolongado 

com este peptídeo não acarreta o desenvolvimento de tolerância ao efeito 

antinociceptivo, quando avaliado em modelo de dor neuropática (GUTIERREZ et al., 

2008); (b) diferentemente do que ocorre com a morfina, a crotalfina não é capaz de 

acarretar o fenômeno de hipernocicepção tardia (PEREIRA e CURY, em fase de 

elaboração), indicando a menor incidência para este peptídeo, de efeitos adversos 

característicos de fármacos com atividade opióide. 

Cabe ressaltar que a elevada efetividade da crotalfina e a longa duração de 

ação antinociceptiva só são detectadas na presença de inflamação ou lesão 

tecidual. Dados recentes obtidos pelo nosso grupo indicam que este fenômeno é 

decorrente da maior expressão de receptores opióides e de sua ativação pela 

crotalfina na vigência de processos inflamatórios (ZAMBELLI e CURY, em fase de 

elaboração).  

Apesar destes dados, não são ainda conhecidos os alvos moleculares da 

ação da crotalfina ou mesmo, se o peptídeo tem ação direta em células neuronais 

responsáveis pela condução da informação nociceptiva. Cabe ressaltar que 

resultados iniciais obtidos em estudos de “binding”, indicam que a crotalfina não é 

capaz de ativar diretamente os receptores opióides, sugerindo o envolvimento de 

peptídeos opióides endógenos na ação deste peptídeo. Dados recentes obtidos em 

nosso laboratório têm mostrado também o envolvimento de receptores canabinóides, 
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no efeito antinociceptivo do peptídeo (MACHADO e PICOLO, em fase de 

elaboração). Apesar destes dados, não foi ainda determinada a possível relação 

entre estes receptores, a liberação de opióides endógenos e consequente ativação 

de receptores opióides, para a expressão da ação antinociceptiva da crotalfina. 

 Baseado nas propriedades antinociceptivas da crotalfina, ensaios pré-

clínicos vem sendo realizados atualmente, com o intuito de avaliar a possibilidade do 

desenvolvimento deste peptídeo como um novo medicamento analgésico. 

 

 

1.2 Dor 

  

A dor, segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), é 

definida como “Experiência sensorial e emocional desagradável, associada a dano 

presente ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (IASP). A dor, portanto, é 

um processo cognitivo e dependente da memória, aspectos culturais e psíquicos.  

A transmissão da dor, da periferia para o SNC (nocicepção), está associada à 

atividade elétrica das fibras nervosas aferentes primárias, as quais possuem 

terminações sensoriais nos tecidos periféricos e são ativadas por estímulos 

mecânicos, térmicos e/ou químicos. Os neurônios aferentes primários 

desempenham três funções principais no que diz respeito à nocicepção: 1 - 

Transdução: detecção do estímulo nociceptivo ou nocivo e conversão em sinais 

elétricos nos nociceptores; 2- Transmissão: a informação (impulso elétrico) é 

conduzida da periferia para a medula espinal, onde ocorre sinapse com neurônios 

presentes em lâminas específicas do corno dorsal da medula espinal (CAVIEDES e 

HERRANZ, 2002). Da medula espinal, as informações nociceptivas são conduzidas 

ao tronco cerebral, tálamo e córtex cerebral, onde ocorre a percepção da dor 

(SCHAIBLE e RICHTER, 2004); 3 - Modulação: este processo representa 

mudanças que ocorrem no sistema nervoso em resposta à estimulação nociva, 

mediadas por neurônios intermediários (interneurônios) e também por tratos neurais 

descendentes que podem modificar a transmissão do estímulo nociceptivo 

(VANDERAH, 2007). 

 O estímulo nociceptivo é conduzido da periferia para a medula espinal por 

fibras aferentes sensitivas. Muitas destas fibras nervosas aferentes são 
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denominadas nociceptores polimodais (fibras C), possuindo baixa velocidade de 

condução (cerca de 0,5 a 2 m/segundo), por não apresentarem mielina. Fibras C 

nociceptivas conduzem estímulos de diferentes modalidades, incluindo estímulos 

mecânicos, térmicos e químicos, portanto, são denomidas fibras polimodais 

(VANDERAH, 2007). As fibras nociceptivas mielinizadas conduzem mais 

rapidamente os estímulos (cerca de 2 a 20 m/segundo). Essas fibras também 

conduzem estímulos mecânicos, e algumas destas fibras, mas não todas, 

respondem à estímulos térmicos (VANDERAH, 2007).  

 Durante o desenvolvimento de uma resposta de origem inflamatória, as 

fibras nervosas, particularmente as do tipo C, são ativadas por estímulos de baixa 

intensidade, acarretando dor mais persistente. Neste caso, a sensibilização dos 

receptores da dor (nociceptores) causa hiperalgesia, que, segundo definição da 

Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2011), é uma resposta 

exacerbada a um estímulo doloroso, e está relacionada à diminuição do limiar em 

seres humanos, enquanto que o termo hipernocicepção aplica-se à diminuição do 

limiar em animais. 

 É importante salientar que, além dos receptores polimodais C, um grupo 

adicional de nociceptores, denominados receptores "silenciosos" ou "adormecidos" 

(silent nociceptors/ sleeping nociceptors) são irresponsivos, porém, em processos 

inflamatórios, são ativados contribuindo para a hipernocicepção (SCHAIBLE e 

SCHMIDT, 1988; VANDERAH, 2007). Estes receptores possuem alto limiar de 

ativação, mas durante um processo inflamatório tornam-se mais facilmente ativáveis 

e responsivos a estímulos mecânicos e térmicos. Estas fibras aferentes são 

encontradas na pele, articulações e em órgãos viscerais (SCHAIBLE e SCHMIDT, 

1988; SCHEMELZ et al., 1994).  

 Além da hipernocicepção, na vigência de estímulos nociceptivos de grande 

intensidade, é observado o fenômeno de alodinia, isto é, a presença de dor em 

resposta a estímulos que usualmente não provocam dor (estímulos não nocivos) 

(IASP; KIDD e URBAN, 2001 ; DWORKIN et al., 2003). Diversos mecanismos estão 

envolvidos na gênese dos fenômenos de hipernocicepção e alodinia e incluem a 

sensibilização dos nociceptores, excitabilidade ectópica, aumento da excitabilidade 

dos neurônios no corno dorsal da medula espinal ou no núcleo trigeminal do tronco 

cerebral (sensibilização central), reorganização estrutural e redução da atividade de 

sistemas inibitórios endógenos (COSTIGAN e WOOLF, 2000). 
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Várias substâncias sintetizadas e / ou liberadas durante o processo inflamatório 

podem interferir com a atividade de fibras nervosas sensitivas aferentes (SCHAIBLE 

e RICHTER, 2004). Os mediadores periféricos da dor atuam via receptores ligados a 

intermediários celulares (proteína G, segundos mensageiros), que regulam a 

permeabilidade da membrana e a concentração iônica celular (BEVAN, 1999; 

REICHLING e LEVINE, 1999). A hipernocicepção decorre, em parte, do incremento 

das concentrações intracelulares de AMPc, o qual modula diretamente a atividade 

de proteínoquinases como PKA (ALEY e LEVINE, 1999). A ativação de 

proteínoquinases resulta na fosforilação de canais iônicos, aumento do influxo de 

Ca2+ intracelular, despolarização da membrana celular e transmissão do impulso 

nervoso (FERREIRA e LORENZETTI, 1994; ENGLAND; BEVIAN; DOCHERTY, 

1996; CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999). Alguns mediadores hipernociceptivos 

elevam diretamente as concentrações intracelulares de AMPc mas outros, cujos 

receptores não estão acoplados a adenilato ciclase, sensibilizam nociceptores por 

mecanismos independentes da formação direta do AMPc. Estes mecanismos 

incluem a geração de prostanóides e a ativação de proteínoquinase C (PKC) 

(BEVAN, 1999), particularmente as PKCε, independentes da ativação de PKA 

(HUCHO et al., 2005). A ativação da PKC acarreta a fosforilação e o aumento da 

atividade de canais iônicos permeáveis a Ca2+ e Na+ (LORENZETTI e FERREIRA, 

1996; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Tem sido proposta ainda, uma 

via de sinalização intracelular adicional, a via das MAPKs, que pode ser ativada 

independentemente da ativação da PKC ou PKA (DINA et al., 2003). A cascata das 

MAPKs é ativada pela fosforilação de resíduos de tirosina e treonina (JI e WOOLF, 

2001), sendo subdividida em 3 membros: quinases reguladas por sinais 

extracelulares (ERKs), quinase N-terminal c-Jun (JNK) e a p-38 MAPK. Dai et al. 

(DAI et al., 2002) demonstraram a participação das MAPKs, mais especificamente 

das ERKs, em processos hipernociceptivos (DAI et al., 2002). Independentemente 

do mecanismo de sinalização intracelular, o aumento na expressão e fosforilação de 

canais iônicos em membranas de neurônios periféricos é o principal fator 

responsável pelo aumento da excitabilidade da membrana destas células (WOOLF, 

2000). Os principais canais iônicos responsáveis pela geração de potenciais de ação 

na membrana de neurônios nociceptivos e a propagação da informação nociceptiva 

são os canais de sódio e cálcio dependentes de voltagem (VANEGAS e SCHAIBLE, 

2000; SAEGUSA et al., 2002; AMAYA et al., 2006; MAINGRET et al., 2008). 
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 Como mencionado, neurônios do corno dorsal recebem a informação 

sensorial de aferentes primários e respondem a diferentes tipos de estímulos, 

nocivos ou táteis. O corno dorsal da medula espinal é portanto, um importante sítio 

no processo de transmissão da informação nociceptiva da periferia para o Sistema 

Nervoso Central. 

 A distribuição dos aferentes primários, no corno dorsal, ocorre de modo 

organizado, em padrões determinados pela modalidade sensorial e a região do 

corpo da qual esses neurônios conduzem a informação a ser processada (TODD, 

2010). O corno dorsal é dividido em um sistema de 10 camadas, ou lâminas de 

Rexed (I – X). Em geral, aferentes do tipo Aδ (A delta) e C penetram no corno dorsal 

pela região que abrange lâminas I e II (TODD, 2010) e então realizam sinapse com 

neurônios de projeção que enviam a informação para centros supraespinais ( 

OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). 

 Muitos neurotransmissores estão envolvidos na modulação desta 

transmissão nestes sítios medulares (AIMONE e YAKSH, 1989; YAKSH, 1999). 

Estes neurotransmissores incluem, entre outros, aminoácidos excitatórios como o 

glutamato, e neuropeptídeos como a substância P, a neurocinina A e o Peptídeo 

Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) (KIDD e URBAN, 2001; SCHAIBLE e 

RICHTER, 2004), os quais, atuando em receptores específicos na membrana celular 

de neurônios pós-sinápticos, favorecem a transmissão da informação nociceptiva e a 

geração da sensibilização central. A ativação de receptores NMDA para glutamato, 

tem papel chave na indução e manutenção da sensibilização central (SCHAIBLE e 

RICHTER, 2004). Contudo, a liberação de neuropeptídeos, fatores neurotróficos e 

de prostaglandinas, neste sítio medular, também contribui para a gênese do 

processo de sensibilização central (BESSON, 1999; WOOLF e SALTER, 2000; 

SCHAIBLE e RICHTER, 2004). Dados da literatura têm evidenciado ainda, que as 

células da glia (astrócitos e micróglia) da medula espinal, por meio da liberação de 

vários mediadores nociceptivos, contribuem para a transmissão da informação 

nociceptiva e para o fenômeno de sensibilização central (CHACUR et al., 2004; 

BRADESI, 2010). 

 Durante o processo de transferência da informação nociceptiva da medula 

espinal para estruturas supraespinais, podem ocorrer modificações dos sinais, uma 

vez que há influência de tratos descendentes excitatórios (ex.: glutamatérgicos) e 

inibitórios (ex.: gabaérgicos/ glicinérgicos) nesta sinalização. Estes tratos podem 
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atuar em fibras aferentes primárias, em fibras pós-sinápticas ou ainda, em 

interneurônios presentes no corno dorsal da medula espinal (MILLAN, 2002; BLYTH 

et al., 2005; TODD, 2010). 

 Os múltiplos tratos descendentes se originam de áreas como hipotálamo e 

amígdala, córtex cingulado rostro-anterior, direcionando-se a regiões no tronco 

encefálico como a substância cinzenta periaquedutal (PAG) e medula rostro ventro-

medial (RVM). Neurônios do núcleo da rafe magna e núcleo reticular gigantocelular, 

que estão localizados na medula rostro-ventro medial, também projetam diretamente 

para o corno dorsal da medula espinal (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). 

Diversos mediadores estão envolvidos na inibição e facilitação do sinal nociceptivo, 

incluindo serotonina, noradrenalina, opióides, GABA e acetilcolina (STAMFORD, 

1995). Na PAG há grande concentração de peptídeos opióides, tais como as 

encefalinas e dinorfina, e também receptores opióides, especialmente os do tipo mu 

(CALVINO e GRILO, 2006).  

 A transmissão do sinal nociceptivo da periferia para o Sistema Nervoso 

Central é portanto, um processo dinâmico e complexo. A caracterização dos 

múltiplos mecanismos e dos componentes moleculares responsáveis pela geração 

da dor tem contribuído não só para o avanço no conhecimento da fisiopatologia da 

dor, mas também para o seu controle e para a seleção de novos alvos para o 

desenvolvimento de novas drogas analgésicas. 

 

 

1.3 Fármacos Opióides 

 

Atualmente os medicamentos comumente utilizados no tratamento da dor são 

os opióides, os quais incluem a morfina, principal fármaco desta classe, e outros 

analgésicos como o fentanil e a codeína. Além desses analgésicos, são comumente 

utilizados opióides em associação, como a codeína associada ao paracetamol, ou 

antiinflamatórios não esteroidais, inibidores da enzima ciclooxigenase -1 ou 2 (COX-

1 e 2), como o diclofenaco e o celecoxibe, e ainda, agentes anticonvulsivantes, tais 

como a gabapentina e carbamazepina. Esses medicamentos atuam suprimindo ou 

controlando os sintomas da dor (SINDRUP et al., 1999), bem como inibindo os 

mecanismos envolvidos na gênese da dor (SCHOLZ e WOOLF, 2002).  
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Os opióides estão entre os analgésicos mais utilizados no controle da dor, 

particularmente a dor crônica. O termo opióide aplica-se a qualquer substância que 

produza efeitos semelhantes aos da morfina e que são bloqueados por antagonistas 

do tipo naloxona (FOLEY e INTURRISI, 1987; REISINE et al., 1996; HARDMAN et 

al., 2006). Os opióides induzem analgesia em seres humanos e em animais, por 

ação em receptores específicos, alterando a resposta do organismo a estímulos 

nocivos, químicos, mecânicos e térmicos (YAKSH, 1999). 

Os principais efeitos analgésicos dos opióides decorrem da ação destas 

substâncias em receptores opióides, os quais são denominados pela União 

Internacional de Farmacologia Básica e Clínica (IUPHAR) em receptores do tipo do 

tipo MOP ou mu ( ), KOP ou kappa ( ) e DOP ou delta ( ) (IUPHAR, 2011; KIEFFER 

e EVANS, 2009). Em 1996 foi proposta uma nova nomenclatura para estes 

receptores, a qual não foi completamente aceita, sendo que atualmente, ainda são 

amplamente utilizados os símbolos gregos para nomear estes receptores 

(DHAWAN, 1996; BRIAN, 2009). Outros receptores opióides já foram caracterizados 

e vem sendo alvos de estudos, entretanto, ainda não estão completamente 

caracterizados (JUNIEN e WETTSTEIN, 1992). A síntese destes receptores é 

regulada por três diferentes genes, entretanto eles apresentam extensa homologia 

estrutural entre si (PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001; ZHANG et al., 2005). 

A existência de receptores para opióides foi primeiramente proposta por 

Beckett e Casy, em 1954, baseado em estudos de relação estrutura-atividade, para 

uma série de opióides sintéticos (BECKETT e CASY, 1954). Estudos conduzidos na 

década de 1970 indicaram a existência de 4 tipos de receptores opióides. 

Primeiramente, Martin e colaboradores identificaram 3 tipos, os receptores mu, 

kappa e sigma (ζ) (MARTIN et al., 1976). Posteriormente, Lord e colaboradores 

identificaram o quarto subtipo, denominado receptor delta (LORD et al., 1977). 

Estudos recentes têm mostrado que, além dos receptores mu, kappa e delta, os 

receptores do tipo sigma também estão envolvidos na analgesia induzida por 

opióides (MAURICE e SU, 2009) e que esta ação é mediada principalmente por 

receptores do tipo sigma -1 supraespinais (MEI e PASTERNAK, 2002). Entretanto, o 

envolvimento de receptores sigma no efeito de analgésicos opióides ainda não foi 

completamente elucidado. 
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Os receptores opióides e seus subtipos pertencem à classe A da superfamília 

de receptores com 7 domínios transmembrânicos (7 TM), acoplados à proteína Gi/o 

heterotrimérica (PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001; ZHANG et al., 2005; PAN et 

al., 2008; KIEFFER e EVANS, 2009; VAN RIJN et al., 2010). Outra característica 

destes receptores é a capacidade de formar interações receptor-receptor, formando 

complexos de receptores homômeros e heterômeros com propriedades 

farmacológicas diferentes (VAN RIJN et al., 2010).  

Os receptores opióides estão amplamente distribuídos no Sistema Nervoso 

Central (SNC) (YAKSH, 1999), em regiões como córtex cerebral, tálamo, amígdala, 

núcleo accumbens, substância nigra, formação reticular mesencefálica e substância 

cinzenta periaquedutal mesencefálica (PAG), além de serem encontrados na medula 

espinal e também em vários tecidos e células na periferia (FERREIRA e 

NAKAMURA, 1979; KAISER et al., 1990; STEIN; GRAMSCH; HERZ, 1990; 

WITTERT et al., 1996). A distribuição dos receptores opióides no córtex cerebral 

varia de acordo com a porção cortical e laminar. Os receptores mu estão localizados 

preferencialmente nas camadas I, V e VI, os receptores delta nas camadas II, III, V e 

VI, de maneira mais difusa, enquanto os receptores kappa estão presentes nas 

camadas III, V, e VI do córtex anterior cingulado (LEWIS et al., 1987). Na medula 

espinal, os receptores mu, na proporção de 70%, estão distribuídos 

predominantemente nas camadas superficiais do corno dorsal, principalmente na 

substância gelatinosa (ATWEH e KUHAR, 1977; DAVIDSON et al., 2000). Os 

receptores kappa (7%) e delta (23%) estão também distribuídos nas camadas 

superficiais do corno dorsal, em vários segmentos da medula espinal (QUIRION, 

1984; DAVIDSON et al., 2000). Os receptores kappa estão predominantemente 

localizados nos corpos celulares de aferentes nociceptivos mielinizados e não 

mielinizados, no gânglio da raiz dorsal e medula espinal. Na periferia, os receptores 

kappa estão localizados em terminais de neurônios sensoriais da pele, músculos, 

articulações e vísceras (KIVELL e PRISINZANO, 2010). Os receptores delta 

encontram-se presentes preferencialmente nos segmentos cervicais, apresentando 

baixa densidade de ligação em regiões lombo-sacrais, diferindo do padrão dos sítios 

de ligação kappa, concentrados nestas regiões ( GOUARDERES; CROS; QUIRION, 

1985). 
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Os receptores mu, cujos ligantes endógenos preferenciais são as endorfinas, 

são os responsáveis pela maioria dos efeitos analgésicos dos opióides e por alguns 

dos mais importantes efeitos adversos, como depressão respiratória, euforia, 

dependência física, sedação e diminuição da motilidade gastrointestinal. A maioria 

dos opióides analgésicos é representada por agonistas destes receptores 

(BROWNSTEIN, 1993; PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001; 

JONGKAMONWIWAT et al., 2003; PAN et al., 2008). Os receptores delta, cujos 

ligantes endógenos preferenciais são as encefalinas, são provavelmente, mais 

importantes na periferia, entretanto podem contribuir também para a analgesia 

central. Os receptores kappa, cujos ligantes endógenos preferenciais são as 

dinorfinas, acarretam número relativamente pequeno de efeitos indesejáveis, 

podendo contribuir para a sedação e disforia, mas não para a dependência física 

(WOOD, 1988; BOWEN et al., 2003). A importância dos receptores kappa para 

analgesia, a sua distribuição central e periférica e o menor número de efeitos 

adversos têm contribuído para a intensa pesquisa de novos fármacos analgésicos 

opióides com ação seletiva para este tipo de receptor.  

Diversos mecanismos moleculares estão envolvidos na ação analgésica dos 

opióides. Após o acoplamento do agonista ao receptor opióide, a proteína G 

heterotrimérica dissocia-se em unidade Gα e unidade Gβγ, que modula 

negativamente o sistema da adenilato ciclase (AC), diminuindo a produção de AMPc 

(SCHULTZ e GROSS, 2001). Ocorre abertura de canais de potássio, com 

consequente hiperpolarização da membrana, impedindo a abertura de canais de 

cálcio e a liberação de neurotransmissores (DICKENSON e SULLIVAN, 1987). Foi 

observada ainda, a ativação de cascatas das MAPK (MAPquinases) (RASAKHAM e 

LIU-CHEN, 2011). Sugere-se atualmente, que a ativação da via L-arginina-óxido 

nítrico-GMPc seja a responsável pela analgesia periférica induzida por alguns 

opióides (FERREIRA; DUARTE; LORENZETTI, 1991; GRANADOS-SOTO et al., 

1997; AMARANTE e DUARTE, 2002), uma vez que inibidores da óxido nítrico 

sintase (NOS) ou da guanilato ciclase revertem o efeito destes fármacos, quando 

avaliados em modelos de hipernocicepção inflamatória aguda (DUARTE; 

LORENZETTI; FERREIRA, 1990; FERREIRA e LORENZETTI, 1995; GRANADOS-

SOTO et al., 1997; AMARANTE e DUARTE, 2002) ou crônica (SACHS et al., 2004). 

Trabalhos recentes têm indicado que ativação da via de sinalização intracelular da 
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PI3K é um importante mecanismo envolvido na ação dos opióides (CUNHA et al., 

2010). As PI3K ou fosfoinositídio-3-quinase são uma classe de enzimas que estão 

envolvidas em uma série de eventos celulares, incluindo diferenciação, crescimento 

celular e trafficking intracelular (JOYAL et al., 1997). Estas quinases são ativadas por 

receptores acoplados à proteína G, tais como receptores opióides e/ou a receptores 

acoplados à tirosina quinase (PAEZ e SELLERS, 2003).  

Várias evidências experimentais e clínicas têm sugerido que fármacos 

opióides apresentam eficácia aumentada na vigência de processos inflamatórios ou 

lesão tecidual (MCEVER et al., 1989; STEIN; GRAMSCH; HERZ, 1990; PHIPPS et 

al., 1991; STEIN e ZOLLNER, 2009). Algumas hipóteses têm sido propostas para 

explicar o aumento na intensidade do efeito analgésico na presença de inflamação. 

Estas hipóteses incluem aumento da síntese de novo de receptores opióides, tanto 

na periferia quanto centralmente, aumento do transporte axonal destes receptores e 

seu acúmulo no tecido inflamado (HASSAN et al., 1993; BINDER, CARMODY; 

WALKER, 2001), além do incremento na exposição de receptores opióides. O 

aumento na exposição de receptores opióides parece ser decorrente da ruptura da 

barreira perineural de neurônios sensoriais, causada pela ação dos mediadores 

inflamatórios ou por solução hiperosmótica na vigência de lesão ou inflamação 

(RECHTHAND e RAPOPORT, 1987; OLSSON, 1990). Contudo, é importante 

salientar que estas alterações dependem do tipo de lesão ou inflamação, do tipo de 

receptor opióide e localização (central ou periférica). Desta forma, dependendo do 

tipo de inflamação ou lesão tecidual, podem ser detectados aumento ou diminuição 

da expressão e da atividade de receptores opióides, o que poderia contribuir, por 

exemplo, para a diminuição da efetividade de alguns fármacos opióides na vigência 

de dor neuropática (ZHANG et al., 1998; KOHNO et al., 2005). Trabalhos têm 

mostrado ainda, que a reação inflamatória pode alterar a funcionalidade de 

receptores opióides, favorecendo a ligação ao agonista e o acoplamento à proteína 

G, com conseqüente amplificação da sinalização intracelular (ZOLLNER et al., 2003; 

PUEHLER et al., 2004).  

Apesar da eficácia e efetividade dos fármacos opióides no controle da dor, 

diversos trabalhos realizados nos últimos 15 anos têm mostrado haver diferenças 

entre os gêneros masculino e feminino na sensibilidade dolorosa e na resposta à 

analgésicos opióides, evidenciando a necessidade da realização de estudos 

envolvendo ambos os sexos. Ainda, uma vez que determinados tipos de dores 
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persistentes são predominantes no sexo feminino, torna-se necessária a busca por 

novos medicamentos que possuam maior eficácia no sexo feminino. 

 

 

1.4 Diferenças sexuais na sensibilidade dolorosa e na resposta a fármacos 

opióides 

 

Como mencionado anteriormente, os estudos experimentais sobre o efeito 

analgésico da crotalfina foram sempre realizados em roedores machos. Vários 

dados da literatura têm mostrado a existência de diferenças entre machos e fêmeas 

quanto à sensibilidade dolorosa e na resposta a analgésicos opióides, uma vez que 

estes fármacos são menos efetivos em induzir antinocicepção em animais fêmeas 

(BINDER et al., 2000; CRAFT, 2003; CRAFT et al., 2008; LI et al., 2009). Estas 

diferenças na sensibilidade dolorosa e na resposta à opióides têm sido também 

observadas entre homens e mulheres (BERKLEY, 1997; TERNER et al., 2005; 

WIESENFELD-HALLIN, 2005) e atribuídas a múltiplos fatores, como por exemplo, 

fatores ambientais, hormonais, genéticos, sócio-culturais, entre outros (BERKLEY, 

1997; CRAFT e BERNAL, 2001; CRAFT, 2003; JI et al., 2006; LU et al., 2009; 

TOUSIGNANT-LAFLAMME e MARCHAND, 2009; MANSON, 2010). 

Estudos clínicos têm indicado que mulheres relatam dor com mais freqüência e 

possuem menor tolerância à dor em relação aos homens (BERKLEY, 1997; 

TERNER et al., 2005; WIESENFELD-HALLIN, 2005; GIOIOSA et al., 2008; LOYD e 

MURPHY, 2009; PALLER et al., 2009). A dor em mulheres tende a ser mais severa, 

prolongada e recorrente, havendo maior prevalência, comparativamente aos 

homens, de dores crônicas como enxaquecas, dores pélvicas, injúrias da articulação 

temporomandibular (ATM), fibromialgia e artrite (UNRUH, 1996; BERKLEY, 1997; 

ADAMS JR. et al., 2000; FLAKE; HERMANSTYNE; GOLD, 2006; SHERMAN e 

LERESCHE, 2006; BERNAL et al., 2007; SANOJA e CERVERO, 2007; JI; TANG; 

TRAUB, 2008; MANSON, 2010; SANOJA e CERVERO, 2010). Alguns parâmetros 

são importantes na observação de tais diferenças, como o tipo de estímulo - térmico, 

mecânico ou químico (LAUTENBACHER e ROLLMAN, 1993; BERNAL et al., 2007), 

o tempo de duração do estímulo, o local de aplicação e a presença de outros 
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fatores, como fatores biológicos, psicológicos e sociais (SHERMAN e LERESCHE, 

2006), condições patológicas e variáveis do estado reprodutivo, como a puberdade, 

ciclo menstrual, gravidez e menopausa (BERKLEY, 1997; GREENSPAN et al., 

2007). Estudos têm mostrado ainda que hormônios esteroidais gonadais podem ser 

um dos responsáveis pelas diferenças na sensibilidade dolorosa e na resposta a 

fármacos analgésicos observadas entre homens e mulheres (STOFFEL; ULIBARRI; 

CRAFT, 2003; EVRARD, 2006; BERNAL et al., 2007; GREENSPAN et al., 2007; 

CRAFT, 2008; KREN et al., 2008; PALLER et al., 2009; MANSON, 2010). Estes 

estudos demonstraram que alguns tipos de dores crônicas ocorrem com mais 

freqüência em mulheres em idade reprodutiva, nas quais ocorrem flutuações nas 

concentrações hormonais. Em casos de dores crônicas, como a enxaqueca, a 

prevalência desta patologia é 3 vezes maior em mulheres, em comparação com 

homens, havendo declínio após a menopausa, e pelo menos em 50% das mulheres 

que sofrem de crises de enxaquecas, o desencadeamento da crise é dependente do 

período do ciclo menstrual (CRAFT, 2007; MANSON, 2010). 

Estudos experimentais utilizando roedores, também demonstraram a existência 

de diferenças na sensibilidade dolorosa entre machos e fêmeas (CRAFT e 

ULIBARRI, 2009), sendo que fêmeas apresentam menor limiar nociceptivo, quando 

comparado aos machos (SHERMAN e LERESCHE, 2006; BERNAL et al., 2007; 

CRAFT, 2008; GIOIOSA et al., 2008). Em modelos de inflamação induzida por 

formalina ou capsaicina, animais machos mostraram ser menos sensíveis à dor, 

necessitando de doses maiores destes agentes, para indução da resposta 

nociceptiva, quando comparado às fêmeas (BARRETT; SMITH; PICKER, 2003). 

Adicionalmente, Gaumond et al. (2005) observaram em ratos, que a testosterona 

diminui a sensibilidade dolorosa, enquanto os hormônios femininos interferem 

principalmente com os mecanismos inibitórios da dor, sugerindo que a prevalência 

de dores crônicas em mulheres é decorrente da deficiência do controle endógeno da 

dor. Estudos têm mostrado, ainda, que hormônios esteroidais podem acarretar 

alterações na excitabilidade neuronal (LU et al., 2009) e também regular a ativação 

de vias de sinalização intracelular, interferindo principalmente com a ativação de 

proteínoquinases (PK) (DINA et al., 2001).  

Além da diferença na sensibilidade à dor, observam-se também diferenças 

entre a resposta de machos e fêmeas ao efeito de fármacos analgésicos (LOYD et 
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al., 2007; BOBECK et al., 2009; RICHARDSON e HOLDCROFT, 2009), 

particularmente fármacos com atividade opióide (STOFFEL; ULIBARRI; 

CRAFT,2003; STOFFEL et al., 2005; JI et al., 2006; LOYD e MURPHY, 2006; 

GIOIOSA et al., 2008). Algumas variáveis podem influenciar a observação dessas 

diferenças, tais como a seletividade e o tipo do fármaco opióide e o tipo e a 

intensidade do estímulo nociceptivo. Patrick e colaboradores (PATRICK, 1999) 

demonstraram que alguns agonistas opióides não seletivos, são mais eficazes em 

camundongos machos. Estas diferenças têm sido também observadas para os 

agonistas seletivos de receptores opióides. Assim, alguns trabalhos mostraram que 

agonistas seletivos de receptores opióides do tipo mu, tais como a morfina, induzem 

maior antinocicepção em machos do que em fêmeas (CRAFT e BERNAL, 2001; 

GUPTA et al., 2006; LOYD et al., 2007; GIOIOSA et al., 2008; BOBECK et al., 2009). 

Por outro lado, alguns estudos têm evidenciado que a morfina acarreta maior 

antinocicepção em fêmeas do que em machos. Tem sido observado também, que 

agonistas seletivos de receptores opióides do tipo kappa são mais efetivos em 

fêmeas do que machos (KAVALIERS e INNES, 1987; GEAR et al., 1996). Com 

relação aos agonistas de receptores opióides do tipo delta, não foram detectadas até 

o momento, diferenças significativas no efeito antinociceptivo, entre os sexos 

(BARRETT et al., 2003). Cabe ressaltar que a maioria destes estudos utiliza 

estímulos nociceptivos térmicos para avaliação da sensibilidade dolorosa, sendo 

pouco caracterizadas as diferenças na sensibilidade dolorosa e na ação de fármacos 

analgésicos entre machos e fêmeas, em modelos experimentais que utilizem 

estímulos mecânicos ou químicos para avaliação da nocicepção.  

Várias hipóteses têm sido propostas para explicar as diferenças entre machos e 

fêmeas na resposta aos fármacos opióides. Assim, tem sido sugerido que os 

hormônios esteroidais gonadais femininos, como o estrógeno e a progesterona, 

inteferem com o sistema opioidérgico, seja por meio da modulação da atividade de 

receptores opióides, da alteração da expressão destes receptores ou por meio de 

mecanismos ainda não elucidados. Essas hipóteses baseiam-se em estudos 

mostrando co-localização de receptores opióides e receptores para hormônios 

sexuais em diferentes áreas do cérebro, medula espinal e na periferia (STOFFEL; 

ULIBARRI; CRAFT, 2003; FLANAGAN-CATO et al., 2006; FLANAGAN-CATO; LEE; 

CALIZO, 2006; LOYD et al., 2007). No Sistema Nervoso Central, estas áreas estão 
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relacionadas principalmente às vias inibitórias descendentes da dor, principalmente 

a substância cinzenta periaquedutal, indicando que hormônios esteroidais podem 

modular tanto a nocicepção como o efeito antinociceptivo dos opióides, por interferir 

com o controle endógeno da dor.  

Outros mecanismos propostos referem-se à modulação da atividade de 

neurônios nociceptivos do gânglio da raiz dorsal (DRG) por estrógenos, ou a 

alterações na expressão de receptores opióides promovidas por hormônios 

esteroidais. Diversos estudos mostraram que neurônios nociceptivos expressam 

diferentes subtipos de receptores de estrógeno (ER), indicando que o acoplamento a 

estes receptores por hormônios esteroidais, poder resultar na modulação da 

informação nociceptiva em aferentes primários (TALEGHANY et al., 1999; PAPKA e 

STOREY-WORKLEY, 2002; PAPKA e MOWA, 2003; CHABAN e MICEVYCH, 2005). 

Os estrógenos exercem estes efeitos por meio da ligação à receptores intracelulares 

nucleares do tipo ER α e β, ou por meio da ligação com receptores de membrana, 

ainda não completamente identificados e localizados. Estes receptores estão 

localizados em diversas áreas relacionadas à modulação da nocicepção, como o 

corno dorsal da medula espinal, substância cinzenta periaquedutal, núcleo 

parabraquial, núcleo da rafe, hipotálamo, sistema límbico e várias áreas corticais. No 

corno dorsal da medula espinal, os receptores do tipo ER α e β estão localizados 

principalmente nas lâminas II, mas podem ser encontrados também nas lâminas I, 

III, V e X (EVRARD, 2006). Assim, dados da literatura tem mostrado que a ligação 

dos hormônios com estes receptores nucleares pode afetar a transcrição gênica, 

alterando a síntese de RNAm de receptores opióides (LAWSON et al., 2010). Estes 

estudos demonstram ainda, que a elevação nas concentrações de hormônios 

esteroidais durante a fase do proestro, altera a expressão gênica de receptores 

opióides, principalmente os do tipo kappa, indicando que os hormônios interferem 

diretamente com a síntese e expressão de receptores opióides (LAWSON et al., 

2010). Ainda, há evidências de que a ligação de estrógenos nos seus receptores de 

membrana, ativa vias de sinalização resultando na modulação das concentrações de 

cálcio intracelular e na ativação da proteína quinase C. Estes hormônios podem 

ainda ativar a via do AMPc, PKA, MAPKs e tirosina quinase ( CORNIL; BALL; 

BALTHAZART, 2006).  
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Dados de literatura tem indicado também, que a diferença sexual na resposta a 

opióides, como por exemplo à morfina, pode ser decorrente de efeitos agudos dos 

hormônios esteroidais gonadais, mediados por receptores (efeitos ativacionais) ou 

crônicos, de longo prazo (efeitos organizacionais) (BREEDLOVE, 1992, 1994; 

BLEDNOV et al., 2003; STOFFEL et al., 2005; CRAFT, 2008). Os efeitos 

organizacionais dos hormônios são permanentes no organismo e medeiam a 

diferenciação sexual de estruturas cerebrais e a neurobiologia desde fases pré-

natais até a vida adulta, definindo a fisiologia e comportamentos ligados aos gêneros 

masculino e feminino (CICERO et al., 2002; LACROIX-FRALISH et al., 2005). Os 

efeitos ativacionais correspondem aos efeitos agudos, transientes, de hormônios 

gonadais no sistema nervoso já desenvolvido e são responsáveis pela manutenção 

da diferenciação sexual, pela variabilidade de comportamentos sexuais e outros 

comportamentos, em adultos (LACROIX-FRALISH et al., 2005; CRAFT, 2008). 

Cícero e colaboradores (CICERO et al., 2002) demonstraram que a diferença sexual 

na resposta a analgésicos opióides é mediada por efeitos organizacionais, já que a 

manipulação de hormônios gonadais em neonatos aboliu as diferenças na resposta 

à morfina. Neste estudo, ratos fêmeas neonatas tratadas com testosterona tornaram-

se significativamente mais sensíveis à morfina, quando na fase adulta, enquanto 

ratos machos neonatos gonadectomizados apresentaram menor sensibilidade, 

quando adultos, em comparação com grupos controle (CICERO et al., 2002). Por 

outro lado, LaCroix-Fralish et al. (LACROIX-FRALISH et al., 2005) mostraram que os 

efeitos ativacionais de hormônios gonadais medeiam o aumento da hipernocicepção 

mecânica e térmica induzida por lesão de nervos em fêmeas e sugerem que a 

manipulação hormonal pode se tornar uma nova abordagem terapêutica para o 

tratamento da dor crônica em mulheres.  

Dados da literatura têm evidenciado também que diferenças anatômicas e 

organizacionais de vias de transmissão da dor, diferenças na densidade de 

receptores opióides em estruturas relacionadas à nocicepção e antinocicepção e 

ainda, diferenças na farmacocinética de analgésicos na presença de hormônios 

esteroidais, podem contribuir para as diferenças no efeito de fármacos opióides entre 

machos e fêmeas (PIVA et al., 1995; LOYD e MURPHY, 2006; BERNAL et al., 2007; 

DRAKE e KLAKAMP, 2007). Adicionalmente tem sido observado que a 

administração, em diferentes tempos e de diferentes doses de hormônios sexuais 
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em fêmeas, reduz o efeito antinociceptivo da morfina, em comparação com machos 

ou fêmeas castradas, sugerindo que estes hormônios podem modular diretamente a 

atividade de fármacos opióides (WEILAND e WISE, 1990; RATKA e SIMPKINS, 

1991; STOFFEL; ULIBARRI; CRAFT, 2003; STOFFEL et al., 2005; CRAFT, 2008; JI; 

TANG; TRAUB., 2008). Tem sido também evidenciada a ocorrência de flutuações na 

densidade de receptores opióides e alterações de precursores de opióides 

endógenos nas diferentes fases do ciclo estral em fêmeas, o que pode contribuir 

para as diferenças observadas. O ciclo estral é um fenômeno rítmico que envolve o 

período de receptividade sexual, dura de quatro a cinco dias em ratas e pode ser 

dividido, de acordo com as alterações hormonais, em proestro e estro (cio), sendo 

ambos períodos foliculares com presença de progesterona e estrógeno; metaestro e 

diestro, sendo que ambos caracterizam a fase luteínica, com baixas concentrações 

de hormônios esteroidais.   

O ciclo estral influencia também a sensibilidade a opióides exógenos 

(BANERJEE; CHATTERJEE; GHOSH, 1983; BERGLUND e SIMPKINS, 1988) e 

endógenos (ROMERO et al., 1988; RYAN e MAIER, 1988). Segundo Martini e 

colaboradores (MARTINI et al., 1989), a densidade de receptores opióides em 

homogenato de cérebro e hipotálamo é maior durante proestro, e níveis elevados de 

estrógeno estão associados com o aumento na expressão de pró-encefalina, 

precursor do opióide endógeno encefalina (ROMANO et al., 1990). Ao contrário do 

que ocorre com as fêmeas, não foi ainda detectada, em machos, influência de 

hormônios na densidade de receptores opióides (CICERO, NEWMAN, MEYER, 

1983; MARTINI et al., 1989). Entretanto, há evidências de que a morfina é mais 

efetiva quando há queda nos níveis de testosterona (BORNSCHEIN; CROCKETT; 

SMITH, 1977; KAVALIERS e HIRST, 1983).  

Como mencionado, a crotalfina apresenta atividade antinociceptiva de longa 

duração e decorrente da ativação de receptores opióides do tipo kappa e delta. Em 

virtude da potente ação antinociceptiva deste peptídeo, da longa duração de ação e 

da sua efetividade em modelos de dor persistente, estudos vêm sendo realizados 

visando o desenvolvimento deste fármaco como um novo analgésico. Estes estudos 

encontram-se na fase pré-clínica, que incluem ensaios de farmacodinâmica, 

farmacocinética e toxicológicos. Contudo, os estudos sobre a atividade 

antinociceptiva da crotalfina foram desenvolvidos sempre em animais (ratos e 
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camundongos) machos. Em decorrência dos dados acima descritos, mostrando 

diferenças na sensibilidade a agonistas opióides entre machos e fêmeas, é 

importante determinar as diferenças na resposta antinociceptiva à crotalfina entre os 

sexos e os mecanismos envolvidos nessas diferenças.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Objetivos 
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2.1  Objetivo Geral 

 

 O presente estudo teve como objetivo avaliar a diferença da sensibilidade 

dolorosa e a possível diferença na resposta antinociceptiva à crotalfina entre ratos 

machos e fêmeas e os mecanismos envolvidos nestas diferenças. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Os objetivos específicos foram: 

i. Avaliar a diferença entre ratos machos e fêmeas, quanto: 

 ao início de efeito hipernociceptivo, pico de ação, intensidade e duração da 

hipernocicepção induzida por prostaglandina E2 e também à hipernocicepção e 

alodinia induzidas pela constrição crônica do nervo isquiático de ratos (CCI, dor 

neuropática); 

 

 à expressão de receptores opióides do tipo mu, kappa e delta, na vigência de 

hipernocicepção induzida por prostaglandina E2; 

 

 ao efeito antinociceptivo da crotalfina, em relação à dose, ao início do efeito, 

pico de ação, intensidade e duração nos modelos de hipernocicepção induzida 

pela prostaglandina E2 ou CCI; Nestes ensaios a morfina foi utilizada como 

controle positivo. 

 

ii. os mecanismos responsáveis pelo efeito antinociceptivo da crotalfina, em 

machos e fêmeas, quanto:  

 o envolvimento de receptores opióides; 

 

 a ativação das vias de sinalização intracelulares, referentes à fosfoinositídio-

3-quinase (PI3K); 

 

iii. Avaliar, em fêmeas, a influência dos hormônios sexuais e das fases do ciclo 

estral na sensibilidade dolorosa e na efetividade da crotalfina. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Materiais e Métodos 
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3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, com peso entre 160 a 180 g, 

fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Estes animais foram mantidos 

com água e ração ad libitum em sala apropriada, com isolamento acústico, 

temperatura controlada (22 °C + 1) e ciclo claro-escuro (12:12 h), por um período 

mínimo de 3 dias antes dos experimentos.  

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto Butantan (número 390/07 e 

625/09) e Comissão de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas (protocolo 

registrado sob n° 006, nas fls. 46 do livro 2, para uso de animais em 

experimentação). 

 

 

3.2  Indução da hipernocicepção por prostaglandina E2 

 

A prostaglandina E2 foi injetada por via intraplantar (i.pl., volume final 50 

µL), em uma das patas posteriores dos ratos machos e fêmeas. Uma solução 

estoque de PGE2 foi preparada, dissolvendo-se 500 µg de prostaglandina em 1 mL 

de etanol. No momento do uso, essa solução estoque foi novamente diluída em 

salina estéril, para a obtenção de doses de 50, 100 e 150 ng/pata de PGE2. Dados 

anteriores obtidos em nosso laboratório mostram que animais tratados por via i.pl. 

com salina mais a proporção de etanol utilizada para a diluição de PGE2, não 

apresentam alteração do limiar nociceptivo (dados não mostrados). 

 

 

3.3 Indução de dor neuropática 

 

 Para a indução de dor neuropática, foi realizada constrição crônica do nervo 

isquiático, de acordo com o método descrito por Bennett e Xie (BENNETT e XIE, 

1988) (Figura 2). Os animais foram anestesiados com halotano e o nervo isquiático 

exposto na região mediana da coxa, afastando-se o músculo bíceps femoral. 

Próximo à trifurcação do nervo isquiático, a 7 mm de distância da trifurcação, foram 
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realizadas 4 ligaduras (fio categute cromado 4-0) frouxas ao redor deste, distantes 

entre si aproximadamente 1 mm. As ligaduras foram realizadas ao longo do nervo, 

até 4 - 5 mm do ponto inicial. A incisão foi suturada em camadas, utilizando fio de 

sutura de seda número 4.0. Como parâmetros de dor neuropática foram avaliados os 

fenômenos de hipernocicepção e alodinia. 

 

 

 

 

Figura 2 - Esquema demonstrando os pontos de ligadura do nervo isquiático 

 

 

3.4 Avaliação da sensibilidade dolorosa 

 

3.4.1  Determinação da hipernocicepção 

 

 O teste de pressão da pata de ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile, Itália) foi 

realizado de acordo com método descrito por Randall & Sellito (RANDALL e 

SELITTO, 1957). Neste teste, uma força (g), de magnitude crescente (16 g/s), é 

continuamente aplicada sobre o dorso de uma das patas posteriores do rato e 

interrompida quando o animal apresenta a reação de “retirada” do membro. Neste 

modelo, o limiar nociceptivo é representado como a força (g) necessária para a 

indução da reação (Figura 3). Este teste foi aplicado antes (medida inicial) da 

administração de prostaglandina E2 e 3 h após (medida final) ou antes (medida 

inicial) e 1, 7 e 14 dias (medida final) após a constrição do nervo isquiático.  
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Figura 3 - Teste de pressão de patas (Analgesímetro Ugo Basile ®) 
FONTE: Stoelting (2011) 

  

3.4.2 Determinação da alodinia 

 

Avaliada por ensaio quantitativo, em resposta a estímulo tátil aplicado a 

uma das patas posteriores do rato, segundo método descrito por Chaplan et al. 

(1994), modificado (Figura 4). Neste teste, os ratos foram colocados, 

individualmente, em gaiolas plásticas, com fundo de arame, para permitir acesso às 

patas destes animais. Os ratos foram inicialmente habituados à gaiola, por uma 

hora, durante os 3 dias que antecederam os experimentos. Para o ensaio de 

alodinia, foi empregada uma série logarítmica de 10 filamentos de von Frey 

(Aesthesiometer Semmes-Weinstein, Stoelting Co., EUA), com os valores, em Log 

10 (mg x10): 3,61 (0,407 g); 3,84 (0,692 g); 4,08 (1,202 g); 4,17 (1,479 g); 4,31 

(2,041 g); 4,56 (3,630 g); 4,74 (5,495 g); 4,93 (8,511 g); 5,07 (11,749 g) e 5,18 

(15,136 g). Cabe ressaltar que os filamentos com rigidez superior a 15,136 g não 

são empregados nos estudos de alodinia. Os filamentos foram aplicados, um a um, 

perpendicularmente, sob a área plantar de uma das patas posteriores e mantidos 

por um período de 8 segundos. Os ensaios foram iniciados com o filamento de 2,041 

g. Na ocorrência da retirada da pata a este filamento, foi utilizado o filamento de 

0,407 g. Na ausência de resposta ao filamento de 0,407 g, o filamento seguinte 

(0,692 g) foi aplicado novamente, 30-60 s depois. O filamento capaz de induzir a 

retirada da pata, duas vezes consecutivas, foi considerado como a força em gramas 

necessária para induzir a resposta (100% de resposta). Na ausência de resposta ao 

filamento inicial (2,041 g), a apresentação dos filamentos foi realizada de forma 

ascendente, até a observação de duas respostas consecutivas para um mesmo 

filamento. Na ausência de resposta ao maior estímulo (15,135 g), este filamento foi 
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considerado como valor de corte. Esta forma de apresentação dos filamentos 

minimiza o risco de habituação do animal ao teste (MILLIGAN et al., 2000). 

O valor da força (em log) necessária para induzir 50% de resposta de retirada 

da pata foi calculado pela aplicação de uma função psicométrica integral de Gauss, 

aplicada para as respostas obtidas para cada filamento. A função de Gauss foi 

aplicada utilizando programa de computador PsycoFit. Este teste foi aplicado antes 

(medida inicial) e 1, 7 e 14 dias (medida final) após a constrição do nervo isquiático. 

 

 

 

Figura 4 - Filamentos de von Frey (Stoelting Co. ®) 
FONTE: Stoelting (2011) 

 

 

3.5 Avaliação da atividade motora dos animais 

 

 Uma vez que nosso objeto de estudo é uma substância com atividade 

antinociceptiva, e que os métodos para avaliação da sensibilidade dolorosa 

presentemente utilizados, empregam uma resposta motora, tornou-se necessário a 

determinação da atividade motora dos animais. 

Para a avaliação da atividade motora dos ratos foi utilizado o método do Campo 

Aberto, de acordo com o proposto por Broadhurst (BROADHURST, 1960). O campo 

aberto consiste em uma arena plastificada, com formato cilíndrico. O corpo do 

cilindro tem 32,5 cm de altura e base circular de 97 cm de diâmetro, pintada de 

branco. Os animais foram colocados individualmente na arena e observados por um 

período de três minutos. Os parâmetros avaliados foram: 

 a) frequência de locomoção (LO): cada unidade de medida corresponde ao 

ato de o animal penetrar, com as 4 patas, em uma das divisões do chão da arena; 

 b) frequência de levantar (LE): cada unidade de medida corresponde à 

postura de o animal permanecer apoiado somente nas patas posteriores, com o 
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tronco perpendicular ao chão, tendo a cabeça dirigida para cima e tocando, ou não, 

com as patas anteriores, as paredes do campo aberto. Este teste foi aplicado 3 h 

após a administração de crotalfina. Neste ensaio, a morfina foi utilizada como 

controle positivo, e o teste realizado 1 h após o tratamento cm este opióide. 

 

 

3.6 Determinação das fases do ciclo estral 

 

 Para avaliar a possível interferência das fases do ciclo estral na resposta 

das fêmeas aos estímulos nociceptivos e tratamentos farmacológicos, as células 

presentes no lavado vaginal obtido das fêmeas foram analisadas. Os animais foram 

submetidos à coleta de conteúdo vaginal diariamente, por meio de técnica de lavado 

vaginal. Uma pipeta plástica contendo 10 μL de salina foi introduzida na vagina. O 

conteúdo vaginal foi coletado e então depositado em lâmina de vidro para posterior 

observação em fotomicroscópio Leica DFC420 (Alemanha) nas objetivas de 10 e 

40x (LU et al., 2009). As diferentes fases do ciclo estral foram identificadas de 

acordo com as células presentes no lavado: (a) Proestro: grande número de células 

nucleadas pequenas, poucas células corneificadas e tipos celulares intermediários, 

sendo característica dessa fase a ausência quase total de leucócitos e formações de 

aglomerados celulares (Figura 5 A); (b) Estro: a maioria das células do esfregaço 

apresenta-se corneificada, não sendo observada a presença de células nucleadas 

ou de leucócitos. O epitélio apresenta intensa descamação. Formações celulares 

irregulares (Figura 5 B); (c) Metaestro: a proporção entre os diferentes tipos de 

células vaginais começa a variar, com redução do número de células corneificadas e 

grande infiltração de leucócitos, observando-se então a presença dos três tipos 

celulares (Figura 5 C); (d) Diestro: Presença de grande quantidade de leucócitos e 

muco, com ausência quase completa de células nucleadas e corneificadas (Figura 5 

D). Em caso de não haver fecundação, no final dessa fase, surgem as primeiras 

células nucleadas pequenas (MARCONDES et al., 2002). A coleta do conteúdo 

vaginal foi realizada entre 8h 30 min e 9 h da manhã, uma vez que podem ocorrer 

diferenças nos níveis de hormônios esteroidais entre os períodos da manhã, tarde e 

noite de um mesmo dia. 
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Figura 5 - Fases do ciclo estral (Objetiva 10x). Os animais foram submetidos à coleta de 
conteúdo vaginal por meio de técnica de lavado vaginal e as lâminas, analisadas 
em fotomicroscópio, separadas em Proestro: presença de células nucleadas 
pequenas, formações de aglomerados celulares (Figura 5 A); Estro: presença de 
células corneificadas (Figura 5 B); Metaestro: presença de células nucleadas, 
células corneificadas e leucócitos (Figura 5 C); Diestro: presença de leucócitos 
(Figura 5 D). 

 

 

 

3.7 Ovariectomia 

 

Com o intuito de avaliar se os hormônios esteroidais influenciam a resposta 

nociceptiva e antinociceptiva dos animais, foi realizada a ovariectomia. Como 

controle da eficácia da cirurgia, e após a eutanásia, foi realizada a pesagem do útero 

dos animais, (LU et al., 2009; TORRES-REVERON et al., 2009). Cabe ressaltar que 

todos os animais foram submetidos à tratamentos pós-cirúrgico com cetoprofeno (5 
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mg/kg, via s.c., a cada 12 h por até 2 dias após a cirurgia) (LILES e FLECKNELL, 

1994; FLECKNELL et al., 1999), com o objetivo de minimizar o desconforto pós-

operatório. 

Para a remoção dos ovários, os animais foram anestesiados com solução 

de ketamina e xilazina, na proporção de 1:1, por via intraperitonial (i.p). Foi realizada 

tricotomia na região dorsal, entre o rebordo costal inferior e a coxa, com o animal 

posicionado em decúbito ventral e a seguir, incisão de aproximadamente três 

centímetros na pele e tecido subcutâneo, cerca de um centímetro lateralmente à 

linha mediana. A parede muscular foi divulsionada até haver acesso a cavidade 

abdominal, e o ovário localizado. A retirada do ovário foi realizada após ligadura da 

extremidade da tuba uterina, seccionando-se a porção situada entre a ligadura e o 

ovário. Após esse procedimento, foi suturada a parede muscular e a pele. O 

processo foi repetido contralateralmente para a retirada do segundo ovário (Figura 

6). O grupo falso operado foi constituído por animais que tiveram os ovários apenas 

expostos e novamente inseridos na cavidade. Os experimentos de avaliação da 

nocicepção foram realizados 11 dias após a ovariectomia (LU et al., 2009).  

A eficácia da ovariectomia foi avaliada pela análise do lavado vaginal, 

diariamente, durante 11 dias, e pela pesagem do útero, ao final dos experimentos e 

após eutanásia dos animais (JI; TANG; TRAUB., 2008).  

 

 

 

Figura 6. Esquema de realização da ovariectomia. 
FONTE: (CAIRASCO, 2007) 
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3.7.1 Remoção do útero 

 

A remoção do útero (Figura 7), para posterior pesagem do órgão, foi 

realizada como parâmetro adicional de avaliação da eficácia da ovariectomia, uma 

vez que, após a ovariectomia, a ausência de estrógenos reduz o tamanho e peso 

uterino da rata (JI; TANG; TRAUB., 2008). Para a realização deste procedimento, 

foram utilizados animais castrados, não castrados e falso-operados. Após os 

experimentos de avaliação de nocicepção. Os animais foram anestesiados com 

halotano e eutanasiados em câmara de CO2. Foi realizada incisão abdominal, o 

útero foi removido e pesado. 

 

 

Figura 7. Esquema de remoção do útero  
FONTE: (CAIRASCO, 2007).  

 

 

3.8 Tratamentos farmacológicos 

 

3.8.1  Crotalfina 

 

 Obtida por meio de síntese peptídica em fase sólida, utilizando estratégia 

Fmoc (Produtor: American Peptide Company Inc, produto número 331065, lote 

U07122A1, pureza 98%). O peptídeo foi armazenado em alíquotas em água 

destilada, a 20 °C, e no momento do uso, diluído em salina estéril e administrado 

sempre por via oral (p.o, 2 mL), por meio de sonda gástrica, imediatamente antes da 
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injeção i.pl. de PGE2 ou no 14° dia após a ligadura do nervo isquiático. Foram 

determinadas as doses efetivas 90% em animais machos e fêmeas. A dose efetiva 

90% foi escolhida uma vez que esta dose vem sendo utilizada em machos, nos 

ensaios pré-clínicos. Animais tratados com salina (2 mL, p.o.) foram utilizados como 

controles. 

 

3.8.2  Morfina  

 

 A morfina (sulfato de morfina, Protequim Brasil), utilizada como controle 

positivo em alguns dos experimentos, foi dissolvida em solução de salina estéril e 

administrada por via s.c. (5 mg/kg), 60 minutos antes da avaliação da sensibilidade 

dolorosa, ou ainda, administrada por via i.pl (6 µg /pata) nos estudos referentes à 

participação da PI3K. Animais tratados com salina (50 µL, via s.c. ou i.pl.) foram 

utilizados como controles. 

 

3.8.3  Antagonistas de receptores opióides 

 

Para caracterizar o tipo de receptor opióide envolvido no efeito antinociceptivo 

da crotalfina, em animais machos e fêmeas, foram utilizados: CTOP (Sigma-Aldrich 

Co., EUA), antagonista seletivo de receptor mu, dissolvido em água destilada e 

administrado por via i.pl. (20 g/pata), nor–BNI (Sigma-Aldrich Co. EUA), 

antagonista seletivo de receptor kappa, dissolvido em salina e administrado por via 

i.pl. (50 g/pata); ICI 174, 864 (Sigma-Aldrich Co. EUA), antagonista seletivo de 

receptores delta, dissolvido em água destilada e administrado por via i.pl. (10 

g/pata) (PICOLO e CURY, 2004). Todos os antagonistas foram injetados 

imediatamente após a administração oral de crotalfina. Animais tratados com salina 

(50 µL, via i.pl.) foram utilizados como controle. 

 

3.8.4  Inibidor da PI3K 

 

Uma vez que dados da literatura têm mostrado o envolvimento da 

fosfoinositídeo-3-kinase (PI3K) no efeito analgésico periférico da morfina (CUNHA et 

al., 2010), o envolvimento desta quinase no efeito das crotalfina foi presentemente 
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investigado. Para tanto, foi utilizado o wortmannin (Sigma Chemical Co., EUA), 

inibidor irreversível desta quinase. O wortmannin foi diluído em solução de DMSO 

2% em salina e então administrado via i.pl. (3 ou 9 µg/pata) 90 minutos após a 

injeção de PGE2 (CUNHA et al., 2010). Animais tratados com veículo (salina + 

DMSO 2%, 50 µL, via i.pl.) foram utilizados como controle. 

 

3.8.5 Hormônios esteroidais 

 

Para avaliar a possível interferência de hormônios esteroidais gonadais no 

limiar nociceptivo e na resposta à crotalfina, fêmeas castradas foram submetidas a 

regime de reposição hormonal. O cipionato de estradiol (17- B estradiol; Sigma-

Aldrich Co., EUA), 5 μg em 0,2 mL de veículo (óleo vegetal), foi administrado por 4 

dias consecutivos (via s.c.), sempre às 9 horas, a partir do 11° dia após a 

ovariectomia, imediatamente após a coleta do lavado vaginal. No 14° dia após a 

ovariectomia, foi também administrada progesterona (Sigma-Aldrich Co., EUA), 2,5 

mg em 0,2 mL de veículo (óleo vegetal), às 10 horas da manhã. Os experimentos 

foram realizados neste dia, equivalente ao Proestro. Fêmeas castradas tratadas com 

óleo vegetal via s.c., foram utilizadas como controle (HELENA; FRANCI; ANSELMO-

FRANCI, 2002). 

 

 

3.9 Avaliação in vitro da expressão de receptores opióides  

 

Para investigar possíveis diferenças entre os sexos, em relação à expressão 

dos receptores opióides, foi utilizada técnica de ELISA em slice (em nervo da pata). 

Para tanto, animais tratados com prostaglandina E2 foram anestesiados com solução 

de quetamina e xilazina (1:1) e submetidos à perfusão com paraformaldeído 4%. O 

nervo da pata foi extraído e conservado em paraformaldeído 4% (PFA) por 4 horas e 

então, em sacarose por no mínimo 48 horas, em geladeira. 

Após este período, os tecidos foram emblocados em “tissue freezing medium” 

(TBS ), foram realizados cortes de 14 µm, em criostato (Leica LM 500, Alemanha). 

As fatias de tecido foram colocadas em lâminas para microscopia e então isoladas 

por uma barreira hidrofóbica (Vector Laboratories, Inc., CA), resultando em poços de 
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200 µL na própria lâmina. O material foi bloqueado em solução de sacarose e 

albumina bovina sérica (BSA), em tampão fosfato salina (PBS), para minimizar 

ligações inespecíficas dos anticorpos, e então, incubado overnight com anticorpos 

primários anti- receptores mu, delta (Sigma-Aldrich, Co.) ou kappa (Santa Cruz 

Biotechnology), na diluição de 1:1000, para avaliação da expressão de receptores 

totais. Após este período, as lâminas foram lavadas 3 vezes em PBS e então 

incubadas com anticorpos secundários específicos conjugado à peroxidase (1:1000, 

Sigma-Aldrich, Co., EUA), por 2 horas. O produto da reação foi transferido para 

placas de 96 poços e a absorbância determinada em leitor de ELISA em 

comprimento de onda de 450 nm.  

 

 

3.10 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada por meio de teste estatístico t de Student, 

para comparação das médias dos grupos experimentais. Para comparação de 

médias de mais de 2 grupos experimentais, foi utilizada ANOVA de duas vias. Os 

testes foram realizados por meio da utilização de software GraphPad Prism versão 

5.0. O índice de significância para os resultados obtidos foi de p<0,05. 
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4.1 Determinação do limiar nociceptivo de ratos machos e fêmeas e avaliação 

da influência das fases do ciclo estral neste limiar 

 

Para verificar as possíveis diferenças no limiar nociceptivo basal entre machos 

e fêmeas, os animais foram submetidos ao teste de pressão de patas. Os resultados 

mostraram que a força (em gramas) necessária para a indução de retirada da pata 

nas fêmeas, é significativamente menor do que em machos (Figura 8 A), indicando 

que as fêmeas são mais sensíveis à estimulação nociceptiva mecânica.  

Ainda, com o intuito de avaliar a possível interferência das fases do ciclo estral 

no limiar nociceptivo, fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal (Figura 

8 B) imediatamente antes da realização do teste de pressão de patas. Para a análise 

dos resultados, os animais foram separados em Proestro, Estro, Metaestro e Diestro, 

de acordo com o descrito em Material e Métodos (item 3.6). Não foram observadas 

diferenças significativas no limiar nociceptivo basal das fêmeas, nas diferentes fases 

do ciclo estral (Figura 8 B). 
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Figura 8 - Determinação do limiar nociceptivo de ratos machos e fêmeas (A) e 

avaliação da influência das fases do ciclo estral de fêmeas (B) neste limiar. 
O limiar nociceptivo, representado pela força (em gramas) necessária para a 
indução de retirada da pata, foi determinado no teste de pressão de patas de 
ratos. Fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal e separadas em 
Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M) e Diestro (D). Os dados representam a 

média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por comparação com os 

machos. 
 
 



 

 

 

59 Resultados 

4.2 Detecção do limiar de resposta à estimulação tátil (filamentos de von 

Frey) de ratos machos e fêmeas e avaliação da influência das fases do 

ciclo estral nesta resposta 

 

Para verificar as possíveis diferenças na resposta à estimulação tátil entre ratos 

machos e fêmeas, foram utilizados os filamentos de von Frey. Não foram 

observadas diferenças significativas na intensidade de estímulo necessária para a 

indução de retirada da pata, entre animais fêmeas e machos (Figura 9 A).  

Com o intuito de verificar se as fases do ciclo estral interferem no limiar de 

resposta à estimulação tátil, fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal 

imediatamente antes da realização do teste de von Frey. Para a análise dos 

resultados, os animais foram separados em Proestro, Estro, Metaestro e Diestro, de 

acordo com o descrito em Material e Métodos (item 3.6). Nas fêmeas em proestro e 

metaestro, a força necessária para indução de retirada da pata foi significativamente 

menor em relação aos valores observados nas fêmeas em estro e diestro (Figura 9 

B). 
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Figura 9 - Detecção do limiar de resposta à estimulação tátil (filamentos de von Frey) 

de ratos machos e fêmeas (A) e avaliação em fêmeas, da influência das 
fases do ciclo estral nesta resposta (B). O limiar de resposta ao estimulo tátil 
está representado como a intensidade de estímulo em log (mgx10) necessária 
para induzir a retirada da pata (A, B). Fêmeas foram submetidas à coleta do 
conteúdo vaginal e separadas em Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M) e 

Diestro (D) (Figura 9 B). Os dados representam a média  e.p.m. de 10 animais 
por grupo. *p<0,05 por comparação com o estro e diestro. 
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4.3 Caracterização da hipernocicepção induzida por prostaglandina E2 

(PGE2) em ratos machos e fêmeas 

 

A administração de PGE2 (i.pl., 50, 100 e 150 ng/pata) acarretou, nas fêmeas 

(Figura 10 A), diminuição significativa do limiar nociceptivo, na 3ª hora após a 

injeção. Não houve diferença significativa na intensidade da resposta entre as 3 

doses. Nos machos (Figura 10 B), o efeito hipernociceptivo de PGE2 foi observado a 

partir da dose de 100 ng/pata, não havendo diferenças significativas na intensidade 

de resposta entre as doses de 100 e 150 ng/pata (Figura 10 B). Salina, injetada por 

via i.pl., não acarretou alterações significativas no limiar nociceptivo nos animais 

machos e fêmeas, durante todo o período de observação (Figura 10). Baseado 

nestes resultados, foi escolhida a dose de 100 ng/pata de PGE2 para os estudos 

subseqüentes. Neste experimento, a porcentagem de queda do limiar nociceptivo, 

em relação à medida basal, para esta dose, foi de 26% para fêmeas e 27% para 

machos, na 3ª h após a administração do eicosanóide.  
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Figura 10- Caracterização da hipernocicepção induzida por prostaglandina E2 (PGE2) 

em ratos fêmeas (A) e machos (B). O limiar de dor, representado pela força 
(em gramas) necessária para a indução de retirada da pata, foi determinado no 
teste de pressão da pata de ratos aplicado antes (tempo 0) e 1, 3 e 5 h após a 
injeção intraplantar de PGE2 (50, 100 e 150 ng/pata) ou salina (grupo controle). 

Os dados representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por 

comparação com a medida basal e #p<0,05 por comparação com o grupo 
controle. 
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4.4 Efeito da crotalfina sobre a hipernocicepção induzida por prostaglandina 

E2 em ratos machos e fêmeas 

 

Os animais foram tratados p.o. com crotalfina (CRF) (0,008; 0,04; 0,2; 1 e 5 

µg/kg) ou salina (controle), imediatamente antes da administração i.pl. de PGE2. A 

crotalfina inibiu, em ratos fêmeas (Figura 11 A) e machos (Figura 11 B), a 

hipernocicepção induzida por PGE2. Para as fêmeas, esta inibição foi significativa a 

partir da dose de 0,008 µg/kg (Figura 11 A) e para os machos, a partir da dose de 

0,04 µg/kg (Figura 11 B). Ainda, nas fêmeas, a dose de 0,2 µg/kg, além de reverter a 

hipernocicepção, acarretou aumento do limiar nociceptivo dos animais em relação à 

medida basal (Figura 11 A), enquanto que nos machos, este aumento foi observado 

para a dose de 5 µg/kg (Figura 11 B). A dose efetiva 90% para as fêmeas foi de 0,07 

µg/kg, e para os machos, foi de 1,8 µg/kg. Estes dados apontam para a maior 

efetividade da crotalfina em ratos fêmeas, neste modelo de hipernocicepção.  
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Figura 11- Efeito da crotalfina sobre a hipernocicepção induzida por PGE2 em ratos 
fêmeas (A) e machos (B). O limiar de dor, representado pela força (em 
gramas) necessária para a retirada da pata, foi determinado antes (linha 
tracejada, medida inicial) e 3 h após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata – 50 
µL), utilizando o teste de pressão da pata. A crotalfina (0,008; 0,04; 0,2; 1 e 5 
µg/kg) ou salina (grupo controle) foram administradas p.o., imediatamente 
antes da PGE2. A linha tracejada representa a média dos valores basais 
obtidos antes de qualquer tratamento. A dose efetiva 90%, calculada pelo 
programa Curve Expert, foi de 0,07 µg/kg para as fêmeas e de 1,8 µg/kg para 

os machos. Os dados representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. 
*p<0,05 por comparação com a medida basal (linha tracejada) e #p<0,05 por 
comparação com o grupo controle.  
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4.5 Determinação da influência do ciclo estral no efeito antinociceptivo da 

crotalfina, no modelo de hipernocicepção induzida por PGE2. 

 

Com o intuito de verificar se as fases do ciclo estral interferem com o efeito 

antinociceptivo da crotalfina, fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal 

imediatamente antes da administração p.o do peptídeo. As fêmeas foram 

submetidas ao teste de pressão de patas antes e após indução da hipernocicepção 

por PGE2. Para a análise dos resultados, os animais foram separados em Proestro, 

Estro, Metaestro e Diestro. Não foram observadas diferenças significativas do efeito 

antinociceptivo da crotalfina, nas diferentes fases do ciclo estral (Figura 12). 
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Figura 12- Avaliação da influência das fases do ciclo estral de fêmeas no efeito 
antinociceptivo da crotalfina no modelo de hipernocicepção induzida por 
prostaglandina E2 (PGE2). O limiar nociceptivo, representado pela força (em 
gramas) necessária para a indução de retirada da pata, foi determinado no 
teste de pressão de patas de ratos. A hipernocicepção foi induzida pela injeção 
intraplantar de PGE2 (100 ng/pata). A crotalfina (5 µg/kg, p.o., barras) ou salina 
(controle, linha tracejada) foram administradas imediatamente antes da injeção 
de PGE2. Fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal, 
imediatamente antes dos tratamentos e separadas em Proestro, Estro, 
Metaestro e Diestro. Os dados referentes à hipernocicepção induzida por PGE2 
estão representados em uma única barra, uma vez que não foi detectada 
diferenças na hipernocicepção, nas diferentes fases do ciclo estral. Os dados 

representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 em comparação 

com grupo tratado com prostaglandina E2. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

67 Resultados 

4.6 Determinação da duração do efeito antinociceptivo da crotalfina em 

ratos machos e fêmeas no modelo de hipernocicepção induzida por 

prostaglandina E2 

 

Para este estudo, foram utilizadas 3 doses de crotalfina: a) a menor dose capaz 

de reverter a hipernocicepção causada pela PGE2, isto é, 0,008 µg/kg para fêmeas e 

0,2 µg/kg para machos; b) a DE90 - 0,07 µg/kg para fêmeas e 1,8 µg/kg para 

machos e c) a dose de 5 µg/kg. Esta dose foi utilizada tanto em ratos machos quanto 

em fêmeas, pois foi a dose capaz de induzir em ambos os sexos, aumento do limiar 

nociceptivo em relação à medida basal. Neste estudo, a prostaglandina foi injetada, 

por via i.pl. imediatamente após ou 3, 24, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 h após a 

administração da crotalfina. Para cada tempo, foram utilizados grupos distintos de 

animais. O teste de pressão de patas, utilizado para a determinação da 

hipernocicepção, foi aplicado antes de qualquer tratamento e 3 h após a injeção de 

PGE2.  

Os resultados apresentados na Figura 13 mostram que o efeito antinociceptivo 

da crotalfina foi detectado, nas fêmeas, até 144 h após sua administração, para a 

dose de 5 µg/kg, e até 72 h para as demais doses (Figura 13 A). Nos machos, este 

efeito foi observado até a 3ª hora após a administração da dose de 0,2 μg/kg e por 

um período de 120 h para as demais doses (Figura 13 B). 
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Figura 13 - Determinação da duração do efeito antinociceptivo da crotalfina em ratos 
fêmeas (A) e machos (B) no modelo de hipernocicepção induzida por 
prostaglandina E2. O limiar de dor, representado pela força (em gramas) 
necessária para a retirada da pata, foi determinado utilizando o teste de 
pressão de patas, aplicado antes (linha tracejada) e 3 h após a injeção i.pl. de 
PGE2 (100 ng/pata – 50 µL). A crotalfina (CRF) foi administrada, por via oral 
(0,008, 0,07 e 5 µg/kg em fêmeas e 0,2, 1,8 e 5 µg/kg em machos). Grupos 
controles foram constituídos por animais tratados com salina por via oral. A 
prostaglandina foi injetada imediatamente após ou 3, 24, 72, 96, 120, 144, 168 
e 192 h após a administração da crotalfina. Para cada tempo, foram utilizados 
grupos distintos de animais. A linha tracejada representa a média dos valores 

basais obtidos antes de qualquer tratamento. Os dados representam a média ± 

e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por comparação com a medida basal 
(linha tracejada) e #p<0,05 por comparação com o grupo controle.  
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4.7 Efeito da morfina sobre a hipernocicepção induzida por prostaglandina 

E2 em ratos machos e fêmeas 

 

Os animais foram tratados por via s.c. com morfina (0,008; 0,04; 0,2; 1 e 5 

mg/kg), utilizada como controle positivo, ou salina (controle), 2 h após a 

administração i.pl. de prostaglandina E2. A morfina reverteu, em fêmeas (Figura 14 

A) e machos (Figura 14 B), a diminuição do limiar nociceptivo induzida pela PGE2. 

Em ambos os sexos, esta inibição foi significativa a partir da dose de 0,008 mg/kg de 

morfina (Figura 14). Ainda, em fêmeas, as doses de 1 e 5 mg/kg causaram aumento 

do limiar nociceptivo dos animais, em relação à medida basal (Figura 14 A), 

enquanto que para os machos, este aumento foi detectado apenas para a dose de 

5mg/kg (Figura 14 B).  

Estes dados apontam para a maior efetividade da morfina em fêmeas, neste 

modelo de hipernocicepção. 
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Figura 14- Efeito da morfina sobre a hipernocicepção induzida por PGE2 em ratos 

fêmeas (A) e machos (B). O limiar de dor, representado pela força (em gramas) 
necessária para a retirada da pata, foi determinado antes (linha tracejada) e 3 h 
após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata – 50 µL), utilizando o teste de pressão 
da pata. A morfina (0,008; 0,04; 0,2; 1 e 5 mg/kg - 200 µL) ou salina (grupo 
controle) foram administradas, s.c., 2 h após a PGE2. A linha tracejada 
representa a média dos valores basais obtidos antes de qualquer tratamento. Os 

dados representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por 

comparação com a medida basal e #p<0,05 por comparação com o grupo 
controle.  
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4.8 Efeito da morfina sobre a atividade motora de ratos fêmeas 

 

Dados anteriores de nosso laboratório indicam que em ratos machos, doses de 

morfina superiores a 5 mg/kg acarretam alterações da atividade locomotora dos 

animais, avaliada no teste do Campo Aberto (GUTIERREZ, 2005). Com o intuito de 

verificar se a morfina, nas doses presentemente utilizadas, é capaz de acarretar 

alterações na atividade motora de ratos fêmeas, o que poderia interferir com a 

resposta dos animais nos testes de avaliação da sensibilidade nociceptiva, avaliou-

se a freqüência de locomoção e levantar destes animais, utilizando o teste do 

Campo Aberto. As fêmeas foram tratadas com morfina (2,5 e 5 mg/kg) ou salina 

(grupo controle) e a freqüência de locomoção (Figura 15 A) e de levantar (Figura 15 

B) determinada 1 hora após os tratamentos. Os resultados demonstram que a 

morfina, nas doses utilizadas, não alterou significativamente ambas as freqüências, 

quando comparado ao grupo controle, indicando que nestas doses, o opióide não 

interfere com a atividade locomotora dos animais. 
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Figura 15- Efeito da morfina sobre a atividade motora de ratos fêmeas. As freqüências 
de levantar (A) e locomoção (B) foram avaliadas no teste do Campo Aberto, por 
um período de 3 minutos de observação, 1 hora após a administração s.c. de 

morfina ou salina (grupo controle). Os dados representam a média  e.p.m. de 
10 animais por grupo. 
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4.9 Efeito da crotalfina sobre a atividade motora de ratos fêmeas 

 

 Com o intuito de verificar se a crotalfina é capaz de acarretar alterações na 

atividade motora de fêmeas, o que poderia interferir com a resposta dos animais nos 

testes de avaliação da sensibilidade nociceptiva, determinou-se a freqüência de 

locomoção e levantar destes animais, utilizando o teste do Campo Aberto. A 

crotalfina foi administrada p.o. nas doses de 0,07 µg/kg (DE 90%) ou 5 µg/kg, 3 

horas antes do teste do Campo Aberto.  

Os resultados demonstram que a crotalfina não alterou a freqüência de 

levantar (Figura 16 A) e de locomoção (Figura 16 B) das fêmeas, em relação aos 

animais tratados com salina (controle). Cabe ressaltar que para os machos, estudos 

anteriores não detectaram alteração de atividade locomotora após o tratamento com 

a crotalfina (GUTIERREZ et al., 2008). 
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Figura 16- Efeito da crotalfina sobre a atividade motora de ratos fêmeas. As freqüências 
de Levantar (A) e Locomoção (B) foram avaliadas no Campo Aberto, por um 
período de 3 minutos de observação, 3 horas após a administração p.o. de 

crotalfina ou salina (grupo controle). Os dados representam a média  e.p.m. de 
10 animais por grupo.  
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4.10 Determinação do envolvimento de receptores opióides no efeito 

antinociceptivo da crotalfina, na vigência de hipernocicepção induzida 

por PGE2 

 

Baseado nos dados obtidos até o momento e nos estudos anteriores realizados 

em machos, nos quais sempre foi utilizada a dose de crotalfina capaz de, além de 

reverter a hipernocicepção, aumentar o limiar nociceptivo em relação à medida basal 

(KONNO et al., 2008; GUTIERREZ, 2011, em fase de elaboração), foi 

presentemente utilizado, nos estudos dos mecanismos envolvidos no efeito da 

crotalfina, a dose de 5 µg/kg do peptídeo. 

Para avaliação do envolvimento de receptores opióides no efeito 

antinociceptivo da crotalfina, foram utilizados antagonistas seletivos de receptores do 

tipo mu (CTOP); kappa (nor-BNI) e delta (ICI - 174,864). A injeção i.pl. de nor-BNI 

(50 µg/pata) reverteu, em fêmeas (Figura 17 A) e machos (Figura 17 B), o efeito 

antinociceptivo da crotalfina. Por outro lado, a injeção intraplantar de CTOP (20 

µg/pata) ou de ICI - 174,864 (10 µg/pata), não interferiu com o efeito do peptídeo 

nestes animais. Os antagonistas per se não interferiram com a hipernocicepção 

causada pela prostaglandina E2 (Fêmeas: sal + CTOP = 35 g ± 2.74; sal + ICI = 34 g 

± 1.9; sal + Nor= 33 g ± 2.48; Machos: sal + CTOP = 47 g ± 3.58; sal + ICI = 41g ± 

1.8; sal + Nor = 46 g ± 2.38). 
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Figura 17- Envolvimento de receptores opióides no efeito antinociceptivo da 
crotalfina, na vigência de hipernocicepção induzida por PGE2, em fêmeas 
(A) e machos (B). O limiar de dor, representado pela força (em gramas) 
necessária para a retirada da pata, foi determinado antes (linha tracejada, 
média das medidas basais) e 3 h após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata), 
utilizando o teste de pressão da pata. A crotalfina (CRF, 5 µg/kg) ou salina 
(Sal.) foram administradas p.o., imediatamente antes da PGE2. O nor-BNI (50 
µg/pata), CTOP (20 µg/pata), ICI 174,864 (10 µg/pata) ou salina (50 µL, via 
s.c.) foram injetados concomitantemente à PGE2. Os dados representam a 

média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por comparação com a 

medida basal (linha tracejada), p<0,05 por comparação com o grupo salina, 
δp<0,05 por comparação com o grupo CRF+ Sal. 
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4.11 Determinação do envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo 

induzido pela crotalfina, na vigência de hipernocicepção induzida por 

PGE2 

 

Uma vez determinado o subtipo de receptor opióide envolvido na ação 

antinociceptiva da crotalfina, o próximo passo foi caracterizar as vias de sinalização 

intracelulares subsequentes à ativação do receptor opióide. Uma vez que dados da 

literatura têm indicado haver participação da via da fosfoinositídeo - 3 quinase (PI3K) 

no efeito da morfina (CUNHA et al., 2010), investigamos se esta quinase estaria 

também envolvida na ação da crotalfina. Para tanto, foi utilizado inibidor desta 

quinase, o wortmannin (3 ou 9 µg/kg – 50 µL, diluída em DMSO 2%).  

Conforme apresentado na Figura 18, a administração intraplantar de PGE2 

causou, em ratos machos e fêmeas, hipernocicepção, determinada na 3ª hora após 

o tratamento (Figura 18 A e B), a qual foi revertida pela administração oral de 

crotalfina (5 µg/kg). O pré tratamento com o inibidor da PI3K não interferiu com o 

efeito antinociceptivo da crotalfina (Figura 18 A e B). O WTT per se não interferiu 

com a hipernocicepção induzida pela PGE2 (Fêmeas: WTT + PGE2 = 36 g ± 5.8; 

WTT + Sal. = 52 g ± 2,5; Machos: WTT + PGE2 = 40 g ± 1,6; WTT + Sal. = 63 g ± 

3,74) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

78 Resultados 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

PGE2 + Veículo + Sal

PGE2 + Veículo + CRF

PGE2 +WTT 3 g + CRF

PGE2 + WTT 9 g + CRFA

# *

***

Tratamentos

L
im

ia
r 

n
o

c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120

PGE2 + WTT 3 g/kg +  CRF

PGE2 + Veículo + Sal

PGE2 + Veículo + CRF

B

 # *

* *

PGE2 + WTT 9 g/kg + CRF

*

Tratamentos

L
im

ia
r 

n
o

c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

 

 

Figura 18- Envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo induzido por crotalfina, na 
vigência de hipernocicepção induzida por prostaglandina E2 em fêmeas (A) 
e machos (B). O limiar de dor, representado pela força (em gramas) necessária 
para a retirada da pata, foi determinado antes (linha tracejada, média das 
medidas basais) e 3 h após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata- 50 µL), em 
ratos fêmeas (A) e machos (B), utilizando o teste de pressão da pata. O WTT (3 
e 9 µg/kg) ou o veículo (DMSO 2 % em salina – 50 µL/ pata) foram 
administrados 90 min. após a PGE2. Crotalfina (CRF, 5 µg/kg – 2 mL, p.o.) ou 
salina (Sal., 2 mL, p.o.) foram administradas 30 minutos após o WTT ou veículo. 

Os dados representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por 

comparação com a medida basal (linha tracejada) e #p<0,05 por comparação 
com o grupo veículo + crotalfina. 

 



 

 

 

79 Resultados 

4.12 Determinação do envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo 

induzido por morfina, na vigência de hipernocicepção induzida por PGE2 

 

Uma vez que dados da literatura têm indicado haver participação de vias de 

sinalização intracelular dependentes da PI3K no efeito antinociceptivo da morfina, em 

ratos machos (CUNHA et al., 2010), este opióide foi presentemente utilizado como 

controle positivo. Cabe ressaltar que os dados da literatura referem-se apenas a 

ratos machos. No presente estudo foi utilizado um inibidor irreversível desta quinase, 

o wortmannin (WTT), administrado por via i.pl., na dose de 3 µg/kg, em ratos fêmeas 

(Figura 19 A) e machos (Figura 19 B). 

Os dados apresentados na Figura 19 mostram que a injeção intraplantar de 

PGE2 causou hipernocicepção em fêmeas (Figura 19 A) e machos (Figura 19 B), a 

qual foi revertida pela administração de morfina (6 µg/pata). O pré-tratamento com 

WTT reverteu o efeito antinociceptivo da morfina, confirmando o envolvimento desta 

quinase na ação deste opióide. O WTT per se não interferiu com a hipernocicepção 

induzida pela PGE2 (Fêmeas: WTT + PGE2 = 35 g ± 1.8; WTT + Sal. = 45 g ± 1,2; 

Machos: WTT + PGE2 = 45 g ± 1,9; WTT + Sal. = 65 g ± 2,8). 
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Figura 19- Envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo induzido por morfina, na 
vigência de hipernocicepção induzida por PGE2 em fêmeas (A) e machos 
(B). O limiar de dor, representado pela força (em gramas) necessária para a 
retirada da pata, foi determinado antes (linha tracejada, média das medidas 
basais) e 3 h após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata), utilizando o teste de 
pressão da pata em ratos fêmeas (A) e machos (B). O WTT (3 µg/kg) e o veículo 
(DMSO 2 % em salina – 50 µL/ pata) foram administrados 90 min. após a PGE2. 
Morfina (Mor, 6 µg/kg, i.pl. – 50 µL) ou salina (Sal.; i.pl. – 50 µL) foram 
administradas 30 minutos após o WTT ou veículo. Os dados representam a 

média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por comparação com a medida 

basal e #p<0,05 por comparação com o grupo veículo + morfina. 
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4.13 Determinação do envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo 

induzido por U50488, na vigência de hipernocicepção induzida por PGE2 

 

Uma vez que o efeito antinociceptivo da crotalfina, em modelo de 

hipernocicepção induzida por PGE2 é mediado por receptores do tipo kappa, o 

próximo passo foi investigar se há ou não participação da PI3K no efeito do U50488, 

um agonista de receptores opióides do tipo kappa. Para tanto foi também utilizado o 

wortmannin (WTT), administrado por via i.pl., na dose de 3 µg/kg, em ratos machos 

(Figura 20).  

A administração intraplantar de PGE2 causou hipernocicepção nos animais, a 

qual foi revertida pela administração intraplantar do U50488 (10 µg/pata). O pré-

tratamento com WTT reverteu o efeito antinociceptivo do U50488, evidenciando o 

envolvimento desta quinase na ação deste agonista (Figura 20). O WTT per se não 

interferiu com a hipernocicepção induzida pela PGE2. 
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Figura 20- Determinação do envolvimento da PI3K no efeito antinociceptivo induzido 
pelo U50488, na vigência de hipernocicepção induzida por prostaglandina 
E2 em machos. O limiar de dor, representado pela força (em gramas) necessária 
para a retirada da pata, foi determinado antes (linha tracejada, média das 
medidas basais) e 3 h após a injeção i.pl. de PGE2 (100 ng/pata), utilizando o 
teste de pressão da pata em ratos machos. O WTT (3 µg/kg) e o veículo (DMSO 
2 % em salina – 50 µL/ pata) foram administrados 90 min. após a PGE2. U50488 
(10 µg/pata, i.pl. – 50 µL) ou veículo (DMSO 2 % em salina – 50 µL/ pata) foram 
administrados 30 minutos após o WTT ou veículo. Os dados representam a 

média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por comparação com a medida 

basal e #p<0,05 por comparação com o grupo veículo + U50488. 
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4.14 Caracterização da dor neuropática induzida pela constrição crônica do 

nervo isquiático em ratos machos e fêmeas e avaliação da influência das 

fases do ciclo estral 

 

A ligadura do nervo isquiático acarretou diminuição do limiar nociceptivo de 

ratos fêmeas (Figura 21 A) e machos (Figura 21 C), em relação à medida basal, 

caracterizando o fenômeno de hipernocicepção. Este fenômeno foi detectado na 24a 

h após a cirurgia e se manteve pelo menos, até o 14° dia do pós-operatório. A 

ligadura do nervo isquiático provocou também diminuição na intensidade do estímulo 

tátil necessário para induzir a resposta de retirada da pata, quando comparado à 

medida basal (Figuras 21 B e D), caracterizando o fenômeno de alodinia. Este 

fenômeno foi também detectado na 24° hora, mantendo-se por pelo menos até 14 

dias após a cirurgia. Estes resultados indicam a presença de fenômenos 

nociceptivos persistentes, acarretados pela lesão nervosa periférica, caracterizando 

a dor neuropática. Não houveram diferenças significativas na queda do limiar 

nociceptivo entre machos e fêmeas (38% para machos e 35% para fêmeas) e na 

alodinia (9% para machos e 8% para fêmeas). Com o intuito de verificar se as fases 

do ciclo estral interferem nos fenômenos de hipernocicepção e alodinia produzidos 

pela constrição do nervo, fêmeas foram submetidas à coleta do conteúdo vaginal 

(Figura 22) no 14° dia após a constrição do nervo isquiático. Para a análise dos 

resultados, os animais foram separados em Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M) e 

Diestro (D). Não foram observadas diferenças significativas no limiar de nocicepção 

(Figura 22 A) e na resposta ao estímulo tátil (Figura 22 B), nas diferentes fases do 

ciclo estral. 
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Figura 21- Determinação da hipernocicepção e alodinia em ratos fêmeas (A e B, 
respectivamente) e machos (C e D, respectivamente) submetidos à 
constrição do nervo isquiático. A hipernocicepção foi determinada pelo teste 
de pressão de pata de ratos (A, C). O limiar nociceptivo está representado pela 
força (g) necessária para a retirada da pata. A alodinia, representada como a 
intensidade de estímulo em log (mgx10) necessária para induzir a retirada da 
pata (B e D), foi determinada por meio dos filamentos de von Frey. Os testes 
foram aplicados antes (Tempo 0, medida inicial) e 1, 7 e 14 dias após a 

ligadura do nervo. Os dados representam a média  e.p.m. de 10 animais por 
grupo. *p<0,05 por comparação com a medida basal (Tempo 0). 
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Figura 22- Influência das fases do ciclo estral nos fenômenos de hipernocicepção (A) 
e alodinia (B) induzida pela ligadura do nervo isquiático. Fêmeas foram 
submetidas à coleta do conteúdo vaginal e separadas em Proestro (P), Estro (E), 
Metaestro (M) e Diestro (D). A hipernocicepção, representado pela força (em 
gramas) necessária para a indução de retirada da pata, foi determinada no teste 
de pressão de patas de ratos (Figura A). A alodinia, representada como a 
intensidade de estímulo em log (mgx10) necessária para induzir a retirada da 
pata (Figura B) foi determinada por meio dos filamentos de von Frey. Os testes 
foram aplicados 14 dias após a constrição do nervo isquiático. Os dados 

representam a média  e.p.m. de 10 animais por grupo.  
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4.15 Efeito da crotalfina sobre a hipernocicepção e alodinia induzidas pela 

constrição crônica do nervo isquiático de ratos fêmeas e machos 

 

A próxima etapa foi verificar a possível diferença no efeito da crotalfina, entre 

ratos machos e fêmeas, na dor neuropática induzida pela constrição crônica do 

nervo isquiático. Os animais foram tratados p.o. com crotalfina (0,0016; 0,008; 0,04; 

0,2; 1, 5 e 25 µg/kg) ou salina (controle), no 14° dia após a ligadura do nervo 

isquiático. A crotalfina inibiu, em ratos fêmeas (Figura 23 A) e machos (Figura 23 C), 

a hipernocicepção induzida pela constrição do nervo. Para as fêmeas, a dose de 

0,02 µg/kg de crotalfina já foi capaz de aumentar o limiar nociceptivo dos animais, 

em relação ao grupo salina. Ainda, em fêmeas, as doses de 1 e 5 µg/kg do peptídeo, 

além de inibir a hipernocicepção, causaram aumento do limiar nociceptivo em 

relação à medida basal (Figura 23 A). Para os machos, foi observada reversão 

significativa da hipernocicepção à partir da dose de 5 µg/kg (Figura 23 C). A 

administração de crotalfina também inibiu a alodinia acarretada pela constrição do 

nervo. Nas fêmeas, a menor dose de crotalfina (0,0016 µg/kg) já foi capaz de 

promover um aumento no limiar de resposta à estimulação tátil, contudo, apenas a 

partir da dose de 1 µg/kg houve reversão significativa, em relação ao grupo controle. 

Ainda, houve aumento significativo em relação à medida basal para a dose de 5 

µg/kg (Figura 23 B). Nos machos, doses a partir de 0,008 µg/kg foram capazes de 

promover aumento do limiar de resposta à estimulação tátil, porém apenas a partir 

da dose de 0,2 µg/kg, foi observada inibição significativa da alodinia, quando 

comparado com dados obtidos no grupo controle. Ainda, apenas a partir da dose de 

1µg/kg a crotalfina foi capaz de elevar o limiar de estimulação em relação à medida 

basal (Figura 23 D).  
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Figura 23- Efeito da crotalfina sobre a hipernocicepção e alodinia induzidas pela 
constrição crônica do nervo isquiático de ratos fêmeas (A, B) e machos 
(C, D). A hipernocicepção, representada pela força (em gramas) necessária 
para a indução de retirada da pata, foi determinada no teste de pressão de 
patas de ratos (A, C). A alodinia, representada como a intensidade de estímulo 
em log (mgx10) necessária para induzir a retirada da pata foi determinada por 
meio dos filamentos de von Frey (B e D). Os testes foram aplicados antes 
(linha tracejada) e 14 dias após a ligadura do nervo isquiático. No 14° dia, os 
testes foram aplicados 1 h após a administração p.o. de crotalfina (CRF, 
0,0016; 0,008; 0,04; 0,2; 1; 5 e 25 µg/kg) ou salina (grupo controle). Os dados 

representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por 

comparação com a medida basal, #p<0,05 por comparação com o grupo 
controle.  
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4.16 Duração do efeito antinociceptivo da crotalfina sobre a 

hipernocicepção e alodinia induzidas pela constrição crônica do 

nervo isquiático de ratos fêmeas e machos  

 

Uma vez que em fêmeas, as doses de 1 e 5 µg/kg do peptídeo, e em machos a 

dose de 5 e 25 µg/kg, além de inibirem a hipernocicepção, causaram aumento do 

limiar nociceptivo em relação à medida basal, utilizamos essas doses com o intuito 

de verificar a duração do efeito da crotalfina neste modelo de dor neuropática. 

Assim, no 14º dia após a cirurgia de constrição crônica do nervo isquiático, 

animais foram tratados com crotalfina (v.o., 2 mL) nas doses de 1 e 5 (Fêmeas) ou 5 

e 25 g/kg (Machos). Os dados apresentados na Figura 24 mostram que a ligadura 

do nervo isquiático acarretou, no 14º dia do período pós-operatório, diminuição do 

limiar nociceptivo de ratos fêmeas (Figura 24 A) e machos (Figura 24 C) em relação 

à medida basal, caracterizando o fenômeno de hipernocicepção. Adicionalmente foi 

observada diminuição na intensidade do estímulo tátil necessário para induzir a 

resposta de retirada da pata, quando comparado à medida basal (Figuras 24 B e D), 

caracterizando o fenômeno de alodinia. A administração de crotalfina, nas doses de 

1 e 5 g/kg em fêmeas e de 5 e 25 g/kg em machos, reverteu a hipernocicepção e 

alodinia, tanto em machos quanto em fêmeas. Nestas doses, para ambos os sexos, 

o efeito antinociceptivo da crotalfina foi detectado por 72 h (Figura 24). 
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Figura 24- Duração do efeito antinociceptivo da crotalfina sobre a hipernocicepção e 
alodinia induzidas pela constrição crônica do nervo isquiático de ratos 
fêmeas (A, C) e machos (B, D). A hipernocicepção, representado pela força 
(em gramas) necessária para a indução de retirada da pata, foi determinada no 
teste de pressão de patas de ratos (A, B). A alodinia, representada como a 
intensidade de estímulo em log (mgx10) necessária para induzir a retirada da 
pata foi determinada por meio dos filamentos de von Frey (C, D). Os testes 
foram aplicados antes (linha tracejada) e 14 dias após a ligadura do nervo. No 
14° dia, os testes foram aplicados imediatamente antes (tempo 0) e 1, 24, 48, 
72 e 96 h após a administração p.o. de crotalfina (CRF) ou salina (grupo 

controle). Os dados representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. 

*p<0,05 por comparação com a medida basal, #p<0,05 por comparação com a 
medida obtida no 14° dia, antes de qualquer tratamento e δp<0,05 por 
comparação com o grupo controle. 
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4.17 Determinação do envolvimento de receptores opióides no efeito 

antinociceptivo da crotalfina, na dor neuropática induzida por constrição 

crônica do nervo isquiático 

 

Trabalhos recentes realizados em nosso laboratório mostraram que receptores 

opióides do tipo kappa e delta estão envolvidos no efeito antinociceptivo da 

crotalfina, neste modelo de dor neuropática em ratos machos (GUTIERREZ et al., 

2008). Assim, dando continuidade, foi investigada a participação destes receptores, 

no efeito do peptídeo em ratos fêmeas. Conforme observado na Figura 25, o Nor-

BNI (50 g/pata) promoveu reversão parcial do efeito antinociceptivo da crotalfina, 

enquanto que a administração de ICI-174,864 (10 g/pata) bloqueou este efeito. O 

CTOP (20 g/pata) não interferiu com o efeito antinociceptivo da crotalfina (Figura 

25). Os antagonistas per se não interferiram com a hipernocicepção causada pela 

constrição crônica do nervo isquiático. 
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Figura 25- Determinação do envolvimento de receptores opióides no efeito 
antinociceptivo da crotalfina, na dor neuropática induzida por constrição 
crônica do nervo isquiático (CCI). O limiar de dor, representado pela força 
(em gramas) necessária para a retirada da pata, foi determinado antes (linha 
tracejada, média das medidas basais) e no 14º dia após a CCI utilizando o 
teste de pressão da pata, antes e 3 h após os tratamentos. A crotalfina (CRF, 
5 µg/kg) ou salina (Sal., grupo controle) foram administradas p.o. O nor-BNI 
(50 µg/pata – 50 µL), o CTOP (20 µg/pata – 50 µL) e o ICI 174,864 (10 
µg/pata – 50 µL) foram injetados imediatamente antes da crotalfina. Os dados 

representam a média ± e.p.m. de 5 animais por grupo. *p<0,05 por 

comparação com a medida basal (linha tracejada), p<0,05 por comparação 
com o grupo CRF+ Sal. 
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4.18 Influência dos hormônios ovarianos no limiar de resposta à estimulação 

nociceptiva mecânica e no desenvolvimento de hipernocicepção 

induzida por PGE2. 

 

4.18.1 Efeito da ovariectomia  

 

Uma vez caracterizados as diferenças das respostas nociceptivas entre 

machos e fêmeas, o próximo passo foi investigar a possível modulação dos 

hormônios esteroidais gonadais nesas diferenças. Para tanto, fêmeas foram 

submetidas à ovariectomia (OVX) e como controles foram utilizados fêmeas intactas 

(F INT), nas quais não se realizou procedimento cirúrgico e fêmeas falso - operadas 

(FFO), nas quais os ovários foram expostos, manipulados e inseridos novamente na 

cavidade abdominal e adicionalmente, foram utilizados como controles ratos 

machos. Neste estudo, foi escolhido o modelo de hipernocicepção induzida por 

prostaglandina E2, para avaliação da nocicepção. 

Para confirmação da efetividade da ovariectomia, foi realizada diariamente a 

coleta do conteúdo vaginal, por 11 dias. A análise do conteúdo vaginal mostrou que 

fêmeas castradas mantiveram-se constantes na fase de diestro, entre o 7º e o 11° 

dia do pós cirúrgico, enquanto que fêmeas falso - operadas e intactas mantiveram-se 

ciclando normalmente (dados não mostrados). Como controle adicional da eficácia 

da cirurgia, nesta fase, foi realizada a pesagem do útero dos animais. Os resultados 

mostram que o peso do útero de animais OVX foi significativamente menor que os 

de animais intactos, confirmando a efetividade da cirurgia (Tabela 1). 

No 11° dia do pós – cirúrgico, todos os 4 grupos de animais foram 

inicialmente avaliados no teste de pressão de patas (medida basal) e os resultados 

comparados. Os resultados mostraram que fêmeas submetidas à ovariectomia 

apresentam aumento significativo do limiar nociceptivo basal em relação à fêmeas 

intactas e falso-operadas, não sendo detectadas diferenças significativas em relação 

ao limiar de machos (Figura 26 A). A seguir, verificou-se o desenvolvimento de 

hipernocicepção, por meio da administração i.pl. de PGE2 50 (Figura 26 B) ou 100 

ng/pata (Figura 26 A). Os animais foram novamente submetidos ao teste de pressão 

de patas, 3 h após a administração da prostaglandina (Figura 26). A administração 

de PGE2, na dose de 100 ng/pata, causou queda do limiar nociceptivo em todos 
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grupos de animais, como mostrado na Figura 26 A. A administração de PGE2, na 

dose 50 ng/pata, promoveu em fêmeas intactas, diminuição do limiar nociceptivo, 

entretanto, em fêmeas OVX, não houve desenvolvimento de hipernocicepção, como 

mostrado na Figura 26 B. Estes dados indicam que fêmeas OVX têm resposta 

semelhantes aos animais machos.  
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Figura 26- Efeito da ovariectomia sobre o limiar de resposta à estimulação nociceptiva 
mecânica e no desenvolvimento de hipernocicepção induzida por 
prostaglandina E2 (A e B). Fêmeas foram castradas e comparadas com grupos 
controles, machos, fêmeas intactas (F INT) e falso-operadas (FFO). O limiar 
nociceptivo, representado pela força (em gramas) necessária para a indução de 
retirada da pata, foi determinado no teste de pressão de patas de ratos. Os 
testes foram realizados antes de quaisquer tratamentos (medida basal, linha 
tracejada) e no 11° dia após os procedimentos cirúrgicos, antes e 3 h após a 
administração de PGE2 nas doses de 100 ng/pata (Figura A) ou 50 ng/pata 

(Figura B). Os dados representam a média  e.p.m. de 5 animais por grupo. 

*p<0,05 por comparação com medida basal; p<0,05 por comparação com as 
medidas do grupo F INT. 
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Tabela 1- Avaliação do peso uterino após remoção 

 

Grupos Peso uterino (g) 

Controle (não castrados) 0,458 g ± 1,2 

OVX 0,142 g ± 0,3 

 

Tabela 1 - A ovariectomia (OVX) foi realizada de acordo com a metodologia apresentada no 

item 3.7. O peso do útero foi determinado 14 dias após a cirurgia. O útero de fêmeas 

ovariectomizadas (OVX) apresentou acentuada redução de peso (69%) após remoção em 

relação ao grupo controle. Os dados representam a média  e.p.m. de 10 animais por grupo. 
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4.18.2 Efeito da reposição hormonal 

  

Para verificar a interferência direta de hormônios esteroidais gonadais na 

resposta dos animais ao estímulo mecânico, fêmeas foram avaliadas no teste de 

pressão de patas no 11° dia após a ovariectomia. A seguir, iniciou-se o regime de 

reposição hormonal (EP). O estradiol foi administrado via s.c. por 4 dias 

consecutivos e, no 14° dia, além do estradiol foi administrada progesterona. Como 

controle, foram utilizados animais tratados com óleo vegetal (OVX + Óleo). O 

conteúdo vaginal foi coletado e analisado, indicando que no 14° dia, os animais 

submetidos à reposição encontravam-se no proestro, enquanto que o grupo 

controle, tratado com óleo vegetal, encontrava-se no diestro (dados não mostrados). 

No 14° dia, os animais foram novamente avaliados no teste de pressão de patas, 

conforme mostrado no esquema abaixo:  

 

 

 

 

Os dados obtidos mostram que fêmeas castradas, submetidas à reposição com 

estradiol e progesterona tiveram acentuada diminuição do limiar nociceptivo em 

relação aos valores obtidos antes da reposição hormonal e em relação ao grupo 

controle, constituído por fêmeas castradas e tratadas com óleo vegetal (Figura 27).  
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A seguir foi induzida hipernocicepção, por meio da administração i.pl. de PGE2, 

(50 e 100 ng/pata). Os animais foram novamente submetidos ao teste de pressão de 

patas, 3 h após a administração da prostaglandina E2. Os dados obtidos mostram 

que em animais castrados submetidos à reposição hormonal, a PGE2, na dose de 

100 ng/pata, causou queda do limiar nociceptivo, de menor magnitude (22%) em 

relação à queda observada para o grupo controle constituído por animais castrados 

e tratados com óleo vegetal (128%) (Figura 27). Adicionalmente, a dose de 50 

ng/pata, diferentemente do observado nas fêmeas castradas tratadas com óleo, 

causou diminuição no limiar nociceptivo, em relação às medidas obtidas no 11° e 

14° dia, em fêmeas OVX submetidas ao regime de reposição hormonal (Figura 27). 
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Figura 27- Efeito da reposição hormonal no limiar de resposta à estimulação 
nociceptiva mecânica e no desenvolvimento de hipernocicepção induzida 
por prostaglandina E2. O limiar nociceptivo, representado pela força (em 
gramas) necessária para a indução de retirada da pata, foi determinado no teste 
de pressão de patas de ratos. Os testes foram realizados antes da cirurgia de 
ovariectomia (medida basal, linha tracejada) e no 11° dia após os procedimentos 
cirúrgicos e no 14° dia, antes e 3 h após a administração de PGE2 (100 ng/pata 
ou 50 ng/pata). Fêmeas castradas tratadas com veículo (óleo vegetal) foram 

utilizadas como grupo controle. Os dados representam a média  e.p.m. de 6 
animais por grupo.*p<0,05 por comparação com medida basal (linha tracejada); 
#p<0,05 por comparação com medida do 14° dia. 
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4.19 Efeito da ovariectomia e da reposição hormonal na antinocicepção 

induzida pela crotalfina, na ausência ou vigência de hipernocicepção 

induzida por PGE2 

 

Para verificar a influência de hormônios gonadais femininos nas diferenças 

observadas entre ratos fêmeas e machos, quanto ao efeito antinociceptivo da 

crotalfina, fêmeas foram ovariectomizadas, tratadas ou não com hormônios 

esteroidais e posteriormente tratadas com o peptídeo. A seguir, foram submetidas ao 

teste de pressão de patas, na ausência e na vigência de hipernocicepção induzida 

por PGE2. Os dados estão representados na Figura 28. Os animais foram 

inicialmente avaliados no teste de pressão de patas (após tratamentos com 

hormônios ou óleo), no 14°dia após cirurgia de ovariectomia, correspondente ao 4° 

dia de reposição hormonal (M1, medida basal) e então submetidos aos seguintes 

tratamentos: salina (p.o., 2 mL) + PGE2 (i.pl., 100 ng/pata) ou CRF (p.o., 5 μg/kg) + 

PGE2 (i.pl., 100 ng/pata). Após 3 horas destes tratamentos, os animais foram 

novamente avaliados no teste de pressão de patas, sendo M2 a média das medidas 

obtidas para o grupo tratado com salina + PGE2 e M3 a média das medidas obtidas 

para o grupo tratado com CRF + PGE2 (Figura 28 A), conforme demonstrado no 

esquema abaixo.  

Os resultados demonstram que no 14º dia, fêmeas tratadas com estradiol e 

progesterona apresentam queda do limiar nociceptivo, sendo o limiar semelhante ao 

limiar basal dos animais. No 14º dia após cirurgia, a PGE2 (100 ng/pata) acarretou 

queda do limiar nociceptivo, em relação à medida basal em ambos os grupos 

(controle e tratado). A crotalfina, em todos os grupos, inibiu a hipernocicepção, além 

de causar aumento no limiar nocicpetivo dos animais em realção à medida basal 

(M1). 
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Figura 28- Efeito da ovariectomia e da reposição hormonal na antinocicepção induzida 
pela crotalfina, na ausência (M1) ou vigência (M2 e M3) de hipernocicepção 
induzida por PGE2. Os animais foram divididos em: fêmeas intactas (INT) ou 
submetidas à ovariectomia (OVX), sendo este grupo subdividido em fêmeas com 
reposição hormonal (EP), ou tratadas com óleo vegetal (grupo controle). Os 
animais foram inicialmente avaliados no teste de pressão de patas, no 14°dia 
após cirurgia de ovariectomia e antes dos tratamentos (M1, medida basal). A 
seguir os animais receberam: CRF (p.o., 5 μg/kg) + PGE2 (i.pl., 100 ng/pata) ou 
salina (p.o., 2 mL) + PGE2 (i.pl., 100 ng/pata). O teste de pressão de patas foi 
realizado 3 h após os tratamentos (M3). O limiar nociceptivo está representado 
pela força (em gramas) necessária para a indução de retirada da pata.*p<0,05 
por comparação com M1; #p<0,05 por comparação com grupo salina. 

 
 



 

 

 

101 Resultados 

4.20 Expressão de receptores opióides do tipo mu, kappa e delta em nervo da 

pata de fêmeas em comparação à machos, em modelo de 

hipernocicepção induzida por prostaglandina E2 

 

 Com o intuito de avaliar se existem diferenças na expressão dos receptores 

opióides do tipo mu, kappa e delta no nervo da pata de fêmeas, em relação aos 

machos, avaliou-se a porcentagem de expressão destes receptores por meio de 

técnica de Elisa modificado (Elisa em slice). 

 Para obtenção do nervo da pata, os animais foram tratados com 

prostaglandina E2 e na 3ª hora após a administração deste agente, o nervo da pata 

foi removido para análise. Foram utilizados animais nas diferentes fases do ciclo 

para obtenção das amostras. Neste estudo, para comparação, os valores obtidos em 

machos foram considerados como 100% de expressão dos receptores opióides. Os 

resultados obtidos mostram que fêmeas apresentam maior expressão de receptores 

opióides do tipo kappa (38%), em relação aos machos (Figura 29 A). Por outro lado, 

não houve diferenças na porcentagem de expressão de receptores mu e delta, entre 

machos e fêmeas (Figuras 29 B e C). 
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Figura 29- Expressão de receptores opióides do tipo mu, kappa e delta em nervo da 
pata de ratos, em modelo de hipernocicepção induzida por prostaglandina 
E2. Os animais foram tratados com prostaglandina E2, submetidos à perfusão e 
tiveram os tecidos isolados, os quais foram posteriormente incubados com 
anticorpos primários e secundários específicos. A expressão dos receptores 
opióides no nervo da pata de ratos machos foi considerada 100% (controle) e os 
resultados obtidos em fêmeas comparados à estes valores. A leitura da 
absorbância foi realizada em leitor de Elisa. *p<0,05 por comparação com grupo 
de machos. 
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A crotalfina, um peptídeo de 14 aminoácidos primeiramente isolado e 

caracterizado do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus, apresenta 

atividade antinociceptiva decorrente da ativação de receptores opióides periféricos 

(KONNO et al., 2008). Em virtude da potente ação analgésica deste peptídeo, da 

longa duração desta ação e da sua efetividade em modelos de dor aguda e 

persistente, estudos vêm sendo realizados visando o desenvolvimento deste 

fármaco como um novo analgésico. Contudo, os estudos com a crotalfina foram 

realizados sempre em animais (ratos e camundongos) machos. Dados da literatura, 

embora ainda controversos, têm sugerido a existência de diferenças na sensação de 

dor ou na resposta a fármacos analgésicos, incluindo opióides, entre homens e 

mulheres ou mesmo entre animais machos e fêmeas (BARRETT et al., 2002; 

GREENSPAN et al., 2007; BIJUR et al., 2008; LU et al., 2009), indicando papel 

modulador dos hormônios sexuais sobre a nocicepção e antinocicepção (LU et al., 

2009). 

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a diferença na sensibilidade 

dolorosa e na resposta à crotalfina entre ratos machos e fêmeas, e alguns dos 

possíveis fatores que poderiam contribuir para estas diferenças. 

Inicialmente, foi necessário caracterizar as possíveis diferenças na resposta de 

ratos machos e fêmeas aos estímulos nociceptivos ou fenômenos de sensibilização 

ora empregados. Para esta caracterização, foram escolhidos dois modelos 

comumente utilizados em estudos de nocicepção e de efeito de fármacos 

analgésicos - um modelo de sensibilização aguda, (hipernocicepção induzida por 

prostaglandina E2) e um modelo de dor crônica (dor neuropáticaa, CCI). A 

prostaglandina E2 age sensibilizando diretamente o neurônio sensitivo primário 

(FERREIRA e NAKAMURA, 1979; TAIWO e LEVINE, 1991), com consequente 

despolarização da membrana celular e transmissão do impulso nociceptivo 

(FERREIRA, 1994), causando diminuição do limiar nociceptivo dos animais 

(FERREIRA e NAKAMURA, 1979; FERREIRA e LORENZETTI, 1981; DRAY, 1995). 

A PGE2 interage com receptores do tipo EP, acoplados à proteína G, e estes 

receptores podem mediar o efeito sensibilizante da prostaglandina E2 em 

nociceptores e neurônios do gânglio da raiz dorsal. Para a indução da dor 

neuropática foi utilizado o modelo de constrição crônica do nervo isquiático. Neste 

modelo, a injúria parcial do nervo isquiático pode ser produzida por constrições 
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crônicas, por meio de ligações frouxas neste nervo (BENNETT e XIE, 1988). A lesão 

do nervo acarreta nocicepção manifesta, hipernocicepção e alodinia, em resposta a 

estímulos térmicos ou mecânicos. Estes sintomas iniciam-se 1 a 5 dias após a 

indução da lesão, com respostas máximas ao final da segunda semana e que se 

estendem por 2 meses (BENNETT e XIE, 1988).  

Os resultados presentemente obtidos indicam haver diferenças no limiar 

nociceptivo entre ratos machos e fêmeas, uma vez que as fêmeas, quando avaliadas 

no teste de pressão de pata de ratos, apresentaram reação de retirada de pata em 

resposta a uma força (em gramas) de menor magnitude, em relação àquela 

observada para os machos. Apesar da maior sensibilidade das fêmeas ao estímulo 

mecânico nociceptivo, não foi detectada influência das diferentes fases do ciclo 

estral no limiar nociceptivo. Por outro lado, foram observadas diferenças na resposta 

das fêmeas à estimulação tátil (filamentos de von Frey), nas diferentes fases do ciclo 

estral. Assim, fêmeas no proestro e metaestro responderam a uma força de menor 

magnitude dos filamentos, em relação àquelas na fase de estro e diestro. É 

importante ressaltar que tal diferença não foi observada quando da instalação do 

fenômeno de alodinia, no 14° dia após a constrição do nervo isquiático.  

Os dados da literatura são controversos com relação à influência das fases do 

ciclo estral na sensibilidade de fêmeas à estímulos nociceptivos ou estímulos táteis. 

Alguns trabalhos mostram haver diferenças entre as fases do ciclo estral (VINCLER 

et al., 2001; LU et al., 2009), entretanto, os trabalhos diferem entre si com relação às 

fases do ciclo que poderiam interferir na sensibilidade à dor e à estimulação tátil. 

Assim, alguns dados indicam que fêmeas são mais sensíveis a estímulos 

nociceptivos no proestro (KAYSER et al., 1996; VINCLER et al., 2001), enquanto 

outros dados sugerem que há aumento da resposta a estes estímulos durante o 

estro (KEPLER et al., 1989; MARTINEZ-GOMEZ et al., 1994; BLEDNOV et al., 

2003). É importante salientar que o proestro é caracterizado pela presença de 

concentrações elevadas de estrógeno e este hormônio vêm sendo considerado 

agente pró-nociceptivo (CRAFT, 2007; GAUMOND; SPOONER; MARCHAND, 2007; 

SANOJA e CERVERO, 2007). Por outro lado, alguns dados de literatura têm 

evidenciado que baixas concentrações de estradiol e progesterona estão associadas 

ao aumento da manifestação de fenômenos nociceptivos (SMITH et al., 2006; 

FISCHER et al., 2008), por um mecanismo de redução no funcionamento do sistema 
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opioidérgico endógeno (ZUBIETA et al., 2002). A controvérsia na literatura vem 

sendo correlacionada a vários fatores, como a utilização de diferentes modelos de 

indução e avaliação da nocicepção uma vez que são utilizados estímulos térmicos, 

mecânicos e químicos, diferenças na linhagem e no estado de sedação dos animais 

durante a realização dos estudos.  

No presente estudo foi também avaliada a possível diferença na resposta 

nociceptiva de ratos machos e fêmeas, induzida pela administração intraplantar de 

prostaglandina E2. Os resultados apresentados indicam que as fêmeas são mais 

sensíveis ao efeito hipernociceptivo da PGE2 do que os machos, uma vez que nas 

fêmeas, a dose de prostaglandina necessária para a indução da diminuição do limiar 

nociceptivo foi menor do que nos machos (50 e 100 ng/pata, respectivamente).  

Estes dados estão de acordo com dados da literatura mostrando que animais 

fêmeas são mais sensíveis à estímulos nociceptivos (BARRETT et al., 2002; 

CRAFT, 2007). Além dos dados experimentais, evidências clínicas têm mostrado 

que mulheres reportam dor de maior magnitude e apresentam menor tolerância, em 

relação à homens, em resposta à estímulos nociceptivos intensos (UNRUH, 1996; 

WALKER e CARMODY, 1998) 

Estudos têm sugerido que a maior sensibilidade de fêmeas à agentes pró-

nociceptivos pode ser decorrente, em parte, de alterações organizacionais de 

sistemas relacionados à nocicepção, promovidas por hormônios, bem como de 

possíveis diferenças anatomo-fisiológicas em sistemas endógenos de controle da 

dor, como a substância cinzenta periaquedutal (PAG) e medula rostro ventromedial 

(RVM) (LOYD e MURPHY, 2006; BERNAL et al., 2007; LOYD e MURPHY, 2009). As 

alterações organizacionais promovidas pelos hormônios são permanentes, uma vez 

que essas alterações são responsáveis pela diferenciação sexual e modulação das 

funções do sistema nervoso, regulando a estrutura e circuitaria cerebral, sistema 

imune, ósseo e cardiovascular, desde a vida embrionária, definindo a fisiologia e 

comportamentos ligados aos gêneros masculino e feminino. (CICERO et al., 2002; 

LACROIX-FRALISH et al., 2005; CRAFT, 2007). Assim, em fêmeas, as estruturas 

relacionadas ao controle da dor, como a PAG e RVM, seriam menos ativas em 

decorrência das alterações promovidas por hormônios esteroidais gonadais, desde a 

fase neonatal (EVRARD, 2006; CRAFT e ULIBARRI, 2009). 
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Uma vez caracterizada a diferença entre os sexos na resposta à prostaglandina 

E2, avaliamos o efeito da crotalfina na hipernocicepção acarretada por este agente, 

em ratos machos e fêmeas, por meio de estudo de curva dose - e tempo - resposta 

ao peptídeo. Os resultados obtidos mostram que em fêmeas, a dose de crotalfina 

capaz de inibir a hipernocicepção acarretada pela prostaglandina é menor do que 

aquela observada para os machos e indicam que fêmeas são mais sensíveis ao 

efeito antinociceptivo deste peptídeo. Esta maior sensibilidade das fêmeas foi 

confirmada pela determinação da dose efetiva 90%. Foi também verificada a 

possível influência do ciclo estral na ação da crotalfina. Os resultados obtidos 

mostram que o efeito antinociceptivo da crotalfina, no modelo de hipernocicepção 

induzida por PGE2, não é influenciado pelas diferentes fases do ciclo estral. Estes 

resultados diferem dos dados da literatura, indicando que o ciclo estral modula o 

efeito antinociceptivo de fármacos com atividade opióide (maior potência no 

metaestro e proestro e menor potência no estro), contudo esta modulação está na 

dependência do modelo experimental utilizado para avaliação de dor e do tipo de 

opióide administrado. Usualmente, estas diferenças são observadas para a morfina 

e agonistas preferenciais de receptor mu, em modelos que utilizam estímulos 

térmicos para avaliação da nocicepção (STOFFEL et al., 2005; TERNER et al., 2006; 

SHANE et al., 2007). 

Para a avaliação da duração do efeito antinociceptivo da crotalfina, foram 

utilizadas 3 doses: (a) a dose de 5 g/kg, a qual, além de inibir a hipernocicepção 

acarretada por PGE2, também induz aumento do limiar nociceptivo, em relação à 

medida basal. Esta dose foi utilizada uma vez que nos estudos anteriores, realizados 

em machos, foi sempre utilizada a dose capaz de promover aumento do limiar 

nociceptivo em relação à medida basal (KONNO et al., 2008); (b) a DE90 (0,07 

g/kg em fêmeas e 1,8 g/kg em machos); (c) a menor dose capaz de bloquear o 

efeito hipernociceptivo da PGE2 (0,008 g/kg em fêmeas e 0,2 g/kg em machos). 

Os resultados obtidos demonstram que, para a dose de 5 g/kg, o efeito 

antinociceptivo da crotalfina em fêmeas, é também de longa duração e mais 

duradouro que em machos, uma vez que foi detectado por 144 h (6 dias) após sua 

administração, enquanto que em machos, esta dose acarretou efeito por 120 h (5 

dias). Para a dose efetiva 90% o efeito do peptídeo foi detectado, em fêmeas, por 3 

dias (72 h) após sua administração e em machos, a dose efetiva 90% acarretou 
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efeito antinociceptivo detectado por 120 h após a administração do peptídeo. 

Contudo, quando foi utilizada a menor dose capaz de bloquear a hipernocicepção (e 

que não altera o limiar nociceptivo dos animais, em relação à medida basal), o efeito 

antinociceptivo foi de 24 h em machos e 72 h em fêmeas.  

Estes resultados em conjunto, indicam que a crotalfina induz, tanto em ratos 

machos quanto fêmeas, potente ação antinociceptiva, de longa duração; contudo, a 

duração do efeito é maior em fêmeas e dependente da dose utilizada.  

Uma vez que a crotalfina tem ação tipo opióide, foi utilizada, presentemente a 

morfina como controle positivo. No presente trabalho, os dados obtidos com a 

morfina mostraram que, pelo menos no modelo de hipernocicepção mecânica 

induzida por PGE2, as fêmeas são mais sensíveis ao efeito antinociceptivo do 

opióide. É importante lembrar que a maioria dos dados de literatura envolvendo 

modelos experimentais decorre de estudos que utilizam modelos de dor manifesta 

ou estímulos nociceptivos térmicos, enquanto nos nossos estudos foi utilizado o 

teste de pressão de pata de ratos, que emprega estímulo nociceptivo mecânico, fato 

que poderia contribuir para as diferenças observadas, com relação aos dados da 

literatura. Os trabalhos utilizam ainda, diferentes espécies ou linhagens de animais, 

em diferentes estágios da vida, ou ainda distintas vias de administração de fármacos 

(administração central ou periférica) (CICERO; NOCK; MEYER, 1997; KEST et al., 

1999; COOK et al., 2000; MOGIL et al., 2000; HOLTMAN JR; JING; WALA, 2003; 

CRAFT et al., 2004; JI et al., 2006). 

Assim, os dados da literatura, ainda controversos, tem mostrado que: (a) a 

morfina induz efeito mais pronunciado em machos do que em fêmeas (NEGUS e 

MELLO, 1999; COOK et al., 2000; CRAFT e BERNAL, 2001; HOSSEINI et al., 

2010); (b) fêmeas apresentam maior resposta à estes opióides (ALI; SHARIF; 

ELKADI, 1995; MOGIL et al., 2000) (c) alguns estudos clínicos têm indicado que 

mulheres são mais sensíveis ao efeito analgésico da morfina (KEST et al., 2000); (d) 

homens apresentam maior sensibilidade ao efeito deste fármaco (CEPEDA e CARR, 

2003; MILLER e ERNST, 2004); (e) em trabalho recente de revisão sistemática e 

meta-análise de estudos experimentais e clínicos, foram utilizados dados de 

trabalhos envolvendo o efeito de opióides em modelos de dor aguda. Foram 

avaliados cerca de 25 estudos clínicos que envolviam uso de agonistas mu opióides 
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(morfina, fentanil, buprenorfina e meperidina), totalizando 5971 homens e 6388 

mulheres. Interessantemente, a integração dos dados destes estudos mostrou que 

agonistas mu opióides são mais eficazes em mulheres. A restrição das análises para 

estudos (totalizando 11 artigos) que empregavam apenas morfina como agonista mu 

opióide, mostraram que este fármaco possui efeito ainda maior em mulheres. Os 

dados apresentados neste trabalho, de que mulheres apresentam maior analgesia 

induzida por agonistas opióides, do que homens, são controversos em relação à 

grande parte dos trabalhos publicados nos últimos anos e indicam a necessidade da 

inclusão de animais fêmeas ou mulheres nos protocolos experimentais de estudos 

relacionados ao efeito de fármacos e sensibilidade dolorosa (NIESTERS et al., 

2010).  

Vários dados de literatura têm mostrado que a morfina, quando administrada 

em altas doses, interfere com a atividade motora dos animais (VASKO e DOMINO, 

1978; KURIBARA, 1996). Estudos realizados anteriormente em nosso laboratório, 

demonstraram que a morfina, até a dose de 5,0 mg/kg não causa alterações na 

atividade locomotora dos ratos machos, avaliada no teste do campo aberto, porém 

doses superiores induzem alterações motoras e na freqüência respiratória destes 

animais (GUTIERREZ et al., 2003). Assim, uma vez que foi detectada maior 

sensibilidade ao efeito antinociceptivo da morfina, nos animais fêmeas, e uma vez 

que o teste utilizado para avaliação da nocicepção emprega uma resposta motora, 

investigamos se a maior sensibilidade das fêmeas à morfina não seria decorrente de 

possíveis alterações na atividade motora destes animais. Os resultados dos estudos 

realizados no campo aberto demonstram que não existem alterações significativas 

nos parâmetros de locomoção e levantar dos ratos fêmeas tratados com morfina, 

sugerindo que o efeito antinociceptivo deste opióide em fêmeas não decorre de 

alterações da atividade motora.  

As possíveis alterações na atividade motora dos animais causadas pela 

crotalfina, foram também presentemente avaliadas. Para estes estudos, foi também 

utilizado o teste do Campo Aberto. Cabe ressaltar que estudos anteriores realizados 

em nosso laboratório, em machos, indicam que pelo menos até a dose de 5 µg/kg, o 

peptídeo não interfere com a atividade locomotora dos animais (BRIGATTE et al., 

2001; BRIGATTE et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2008). Os resultados obtidos 

indicam que, nas fêmeas, as doses de crotalfina utilizadas não interferem com a 
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atividade locomotora dos animais, indicando que os efeitos observados para o 

peptídeo, nos modelos de nocicepção, não são conseqüência de alterações da 

atividade motora dos animais. 

Após a caracterização das possíveis diferenças no efeito da crotalfina entre 

animais machos e fêmeas, avaliamos se houveram diferenças nos mecanismos 

envolvidos no efeito antinociceptivo deste peptídeo, em ambos os sexos. Estudos 

anteriores realizados pelo nosso grupo, em animais machos, indicaram que o efeito 

antinociceptivo da crotalfina é mediado pela ativação de receptores opióides 

periféricos, sendo que o tipo de receptor envolvido está na dependência do modelo 

experimental utilizado (GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008). 

Assim, iniciamos a caracterização do tipo de receptor opióide envolvido no 

efeito da crotalfina em animais fêmeas, no modelo de hipernocicepção induzida por 

PGE2. Os resultados obtidos mostraram que, da mesma forma que o observado para 

os machos, os receptores opióides do tipo kappa estão envolvidos no efeito 

antinociceptivo periférico da crotalfina, em fêmeas, neste modelo de 

hipernocicepção, uma vez que apenas o antagonista deste receptor foi capaz de 

promover reversão do efeito da crotalfina. Os dados mostrando que receptores 

opióides periféricos do tipo kappa medeiam o efeito da crotalfina e que em fêmeas a 

crotalfina induz efeito antinociceptivo mais potente e de maior duração do que em 

machos corroboram, pelo menos em parte, dados da literatura mostrando que 

agonistas de receptores opióides do tipo kappa, induzem antinocicepção de maior 

magnitude em fêmeas (BINDER et al., 2000; CLEMENTE et al., 2004). 

A importância dos receptores opióides kappa em fêmeas, foi comprovada 

presentemente, nos ensaios in vitro de avaliação da expressão de receptores 

opióides. Os resultados mostraram que fêmeas expressam mais receptores opióides 

do tipo kappa (38%), em relação aos machos, não sendo detectadas diferenças para 

os outros tipos de receptores opióides. Com base nestes dados é possível sugerir 

que a maior efetividade da crotalfina em fêmeas, pode ser decorrente da maior 

disponibilidade de receptores do tipo kappa no tecido periférico. Ainda, a maior 

expressão de receptores kappa poderia contribuir para explicar a maior efetividade 

de agonistas kappa e de agonistas de ação mista, como por exemplo a pentazocina, 

nalbufina e butorfanol, em fêmeas e também em mulheres, conforme demonstram 
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dados da literatura (GEAR et al., 1996). Dados recentes da literatura têm 

evidenciado que os mecanismos reponsáveis pelas diferenças sexuais observadas, 

para os efeitos decorrentes da ativação de receptores kappa opióide podem ser 

mediados por diferenças nos cromossomos sexuais por influências organizacionais 

dos hormônios gonadais e/ou por influências ativacionais dos hormônios na 

expressão, distribuição e localização destes receptores (RASAKHAM e LIU-CHEN, 

2011). 

Estudos recentes sobre os mecanismos moleculares envolvidos no efeito dos 

opióides, têm mostrado que o efeito antinociceptivo de agonistas de receptores do 

tipo mu e delta pode ser decorrente, dentre outros fatores, da ativação da via da 

fosfoinositídeo-inositol-3-quinase (PI3K) (NARITA et al., 2002; CUNHA et al., 2010). 

Ainda, estudos realizados em roedores têm mostrado que na substância cinzenta 

periaquedutal, uma região envolvida com o controle da dor, há co-localização de 

receptores opióides, principalmente do tipo mu e delta, e a PI3K (NARITA et al., 

2002). Este estudo demonstrou que o pré-tratamento, por via intra-cérebroventricular 

(i.c.v), com inibidor específico da PI3K, acarreta acentuada inibição da 

antinocicepção induzida por agonistas dos receptores mu e delta. Estes dados 

indicam o possível envolvimento da PI3K central na antinocicepção mediada por 

receptores opióides do tipo mu e delta (NARITA et al., 2002). A PI3K pode ser 

ativada subsequentemente à ativação de vários tipos de receptores de membrana, 

como os receptores com atividade tirosina quinase e receptores acoplados à 

proteína G, como por exemplo, os receptores opióides (PAEZ e SELLERS, 2003). 

Subsequentemente à ativação desta quinase ocorre a ativação da proteína quinase 

B, ou Akt e assim, consecutivamente, ocorre ativação de diversas cascatas de 

quinases (NARITA et al., 2002). 

Uma vez que confirmamos a participação de receptores opióides no efeito 

antinociceptivo da crotalfina, a próxima etapa do presente trabalho foi verificar se a 

PI3K poderia estar envolvida no efeito da crotalfina em fêmeas e machos. Nestes 

estudos, a morfina foi utilizada como controle positivo. Assim foram empregados dois 

inibidores da PI3K, um inibidor seletivo, covalente e irreversível, o wortmannin, e um 

inibidor reversível, menos potente que o primeiro, o LY294002 (dados não 

mostrados). Estes compostos não possuem relação estrutural entre si, permeiam 
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membranas celulares e possuem baixo peso molecular, características que os 

tornam inibidores bastante específicos para a maioria das PI3K.  

A administração do wortmannin reverteu o efeito antinociceptivo da morfina, 

confirmando o envolvimento da PI3K na mediação deste opióide, em machos, 

(CUNHA et al., 2010), e caracterizando o envolvimento desta quinase também em 

fêmeas. Interessantemente, esta quinase não modula o efeito da crotalfina, em 

machos e fêmeas, no modelo de nocicepção presentemente empregado, uma vez 

que o wortmannin, administrado 90 minutos após a injeção de PGE2 não interferiu 

com o efeito antinociceptivo do opióide. Cabe ressaltar que foram utilizados outros 

esquemas de tratamento (wortmannin administrado 1 h antes dos tratamentos com 

crotalfina ou então administrado 90 minutos após a crotalfina e PGE2, dados não 

mostrados), e outro inibidor da PI3K, o LY294002 (dados não mostrados), os quais 

não foram também capazes de reverter o efeito da crotalfina. 

Com base nos dados obtidos, mostrando a participação de receptores do tipo 

kappa no efeito da crotalfina, em modelos de dor aguda, seria possível sugerir que a 

ausência de envolvimento da PI3K no efeito da crotalfina poderia estar relacionado 

ao tipo de receptor opióide ativado. Para avaliar essa hipótese foi empregado, no 

nosso estudo, um agonista seletivo de receptores kappa opióides, o U 50,488. Nas 

nossas condições experimentais, o inibidor da PI3K (wortmannin) foi capaz de 

reverter a ação do agonista, indicando que esta quinase pode ser ativada como 

consenquência também da ativação de receptores opióides do tipo kappa.  

Estudos in vitro realizados recentemente pelo nosso grupo (ZAMBELLI, et al., 

em fase de elaboração), utilizando cultura de células do gânglio da raiz dorsal (DRG) 

obtidos de animais naive, mostraram que o agonista de receptor opióide do tipo 

kappa, mas não a crotalfina, é capaz de ativar a Akt, sugerindo que a crotalfina, 

diferentemente da morfina ou U 50,488, não ativa a via de sinalização PI3K - Akt. 

Não temos até o momento, dados que possam explicar a ausência de ativação desta 

via, pela crotalfina. Contudo, é possível sugerir que a crotalfina promova a ativação 

do receptor kappa por mecanismos envolvendo a ativação de outras cascatas de 

quinases ou por mecanismos indiretos, não dependentes de ligação ao receptor.  

A próxima etapa deste trabalho foi avaliar as possíveis diferenças na ação da 

crotalfina, em ratos machos e fêmeas, utilizando um modelo de dor crônica. Para 
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este estudo, foi escolhido o modelo de dor neuropática induzida pela constrição 

crônica do nervo isquiático de ratos, uma vez que a ação da crotalfina, neste 

modelo, já havia sido caracterizada em machos (GUTIERREZ et al., 2008). Neste 

modelo foram avaliados os fenômenos de hipernocicepção e alodinia, fenômenos 

clássicos associados ao desenvolvimento de neuropatias.  

De acordo com os dados apresentados, a ligadura do nervo isquiático acarretou 

hipernocicepção e alodinia, detectados na 24ª h após a cirurgia e que se mantiveram 

presentes pelo menos até o 14° dia do pós - operatório. Neste modelo não foram 

detectadas diferenças na resposta nociceptiva, entre machos e fêmeas, à lesão 

nervosa. Por outro lado, a crotalfina, da mesma forma que o observado nos modelos 

de hipernocicepção induzida por prostaglandina, foi mais efetiva em inibir a dor 

neuropática em fêmeas do que em machos. Esta efetividade foi presentemente 

confirmada pelo cálculo das DE90 em ambos os sexos. Até o momento, poucos 

estudos em roedores têm sido realizados com o intuito de verificar possíveis 

diferenças entre os sexos na vigência de dor neuropática. Diferentemente do 

detectado no nosso estudo, Tall et al. observaram que a hipernocicepção e alodinia 

induzidas pela CCI, são de maior magnitude em fêmeas, em relação à machos 

(TALL et al., 2001). 

Na continuidade do desenvolvimento deste estudo, avaliamos a duração do 

efeito antinociceptivo da crotalfina nas fêmeas, neste modelo de dor neuropática. 

Dados anteriores, obtidos pelo nosso grupo, evidenciaram que em machos, o efeito 

antinociceptivo da crotalfina, em dose capazes de não só reverter a hipernocicepção 

e alodinia causadas pela constrição do nervo isquiático, mas também de induzir 

incremento do limiar nociceptivo dos animais, em comparação com a medida basal, 

é de longa duração e detectado por um período de 3 dias após a administração do 

peptídeo (Gutierrez et al., 2008). Os resultados ora obtidos indicam que, nas doses 

utilizadas, não há diferença na duração da ação da crotalfina, entre machos e 

fêmeas,. 

O envolvimento de receptores opióides no efeito da crotalfina, neste modelo de 

dor neuropática, foi também avaliado em fêmeas. De acordo com dados obtidos 

previamente em nosso laboratório (GUTIERREZ et al., 2008), receptores opióides do 

tipo kappa e delta medeiam a antinocicepção induzida pela crotalfina neste modelo 
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de dor crônica, em ratos machos. Os dados obtidos no presente estudo, em fêmeas, 

demonstram, assim como observado anteriormente em machos, o envolvimento 

destes dois tipos de receptores opióides na antinocicepção induzida pela crotalfina, 

uma vez que os antagonistas seletivos de receptores kappa e delta, mas não de 

receptores opióides do tipo mu, foram capazes de reverter o efeito da crotalfina. 

Vários estudos têm mostrado que as diferenças na resposta à dor e a 

analgésicos opióides, entre machos e fêmeas, são dependentes ou moduladas pela 

ação de hormônios gonadais (CRAFT, 2007; CRAFT et al., 2008; SANOJA e 

CERVERO, 2008; LU et al., 2009; SANOJA e CERVERO, 2010). Uma vez que os 

resultados apresentados mostraram que a crotalfina é mais efetiva em fêmeas que 

em machos, avaliamos o envolvimento dos hormônios esteroidais nesta maior 

eficácia da crotalfina em animais fêmeas. Para tanto, foi escolhido o modelo de 

hipernocicepção induzida por PGE2. Fêmeas foram submetidas à cirurgia de 

ovariectomia e posteriormente à reposição hormonal. A efetividade da OVX e da 

reposição hormonal foi confirmada por técnicas amplamente utilizadas em diversos 

estudos, como a técnica de lavado vaginal, para análise das células presentes no 

lavado vaginal e a pesagem do útero (KREN et al., 2008; LU et al., 2009; ROBBINS 

et al., 2010). 

Nossos resultados mostraram que fêmeas ovariectomizadas possuem limiares 

nociceptivos mais altos para a estimulação mecânica, em comparação com fêmeas 

com gônadas intactas ou falso-operadas, sendo equiparável ao limiar de machos. 

Esses dados estão de acordo com dados da literatura que mostram que na ausência 

de hormônios sexuais, decorrente da remoção dos órgãos responsáveis pela sua 

produção, há aumento do limiar nociceptivo de fêmeas (TERNER et al., 2002; 

CRAFT et al., 2004; CRAFT, 2007). O próximo passo deste estudo foi verificar se as 

alterações fisiológicas promovidas pela remoção dos ovários resultariam em 

alterações na resposta dos animais à hipernocicepção induzida pela PGE2. Os 

resultados mostraram que fêmeas OVX apresentam acentuada diminuição do limiar 

nociceptivo, em resposta à PGE2, de maneira similar aos animais machos.  

A etapa seguinte foi confirmar se o limiar nociceptivo mais baixo em fêmeas é 

dependente dos hormônios esteroidais gonadais. Os resultados obtidos neste 

trabalho mostraram que fêmeas OVX submetidas à reposição hormonal, tiveram 

acentuada diminuição do limiar nociceptivo em relação às fêmeas castradas e 
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tratadas apenas com óleo vegetal. A reposição hormonal diminuiu também a 

resposta das fêmeas à PGE2, em relação ao grupo controle (óleo vegetal). Estes 

dados indicam que os hormônios esteroidais em fêmeas, são importantes na 

regulação do limiar nociceptivo destes animais. Por outro lado, a crotalfina, na dose 

de 5 g/kg, foi efetiva em bloquear a hipernocicepção, tanto em fêmeas OVX quanto 

em fêmeas OVX submetidas à reposição hormonal, indicando que a maior 

efetividade da crotalfina não é dependente da modulação pelos hormônios sexuais 

gonadais.  

Trabalhos recentes têm mostrado que regimes de reposição hormonal em 

fêmeas submetidas à castração podem alterar o limiar nociceptivo destes animais 

(CRAFT, 2007; FILLINGIM et al., 2009; ROBBINS et al., 2010). Estes estudos 

também têm verificado não só a influência hormonal na nocicepção, como também 

na efetividade da morfina em bloquear hipernocicepção ( STOFFEL; ULIBARRI; 

CRAFT, 2003; CRAFT et al., 2007). Entretanto, estes dados da literatura ainda 

permanecem controversos. Esses diferentes resultados podem estar 

correlacionados com os diferentes protocolos experimentais e/ou regimes de 

administração de hormônios, (administrações agudas ou crônicas, de estradiol e/ou 

progesterona, em diferentes doses e vias de administração) (CRAFT, 2007; LU et 

al., 2009; ROBBINS et al., 2010).  

Diferentes mecanismos têm sido propostos para explicar essa interferência dos 

hormônios esteroidais gonadais na nocicepção e no efeito de fármacos analgésicos. 

Uma das linhas de investigação evidencia a co-localização de receptores para 

hormônios, como por exemplo, receptores de estrógeno do tipo ERα e ERβ, em 

regiões relacionadas ao processamento de informação nociceptiva. Estes receptores 

estariam amplamente distribuídos em neurônios do corno dorsal da medula espinal, 

substância cinzenta periaquedutal, hipotálamo, sistema límbico, gânglio da raiz 

dorsal, regiões onde também estão amplamente distribuídos receptores opióides 

(TALEGHANY et al., 1999; PAPKA e STOREY-WORKLEY, 2002; PURVES-TYSON 

e KEAST, 2004; CHABAN e MICEVYCH, 2005; EVRARD, 2006). A distribuição dos 

receptores ER no SNC e periferia, evidencia o importante papel que estas 

substâncias desempenham no controle e manunteção de diversos processos. 

Portanto, a influência hormonal em sistemas relacionados à nocicepção poderia 

ocorrer por meio da interferência direta na expressão de receptores opióides. Em 
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estudo realizado por Petersen e colaboradores, em animais com implantes 

hormonais, a progesterona foi capaz de aumentar a expressão do RNAm para 

receptores do tipo mu, em neurônios da área pré-óptica e núcleo arqueado 

(PETERSEN e LAFLAMME, 1997). Outros estudos têm sugerido que, além da 

interferência na expressão dos receptores, o estradiol e progesterona poderiam 

modular diretamente neurotransmissão mediada por receptores opióides, 

particularmente os do tipo mu (ZUBIETA et al., 2002; SMITH et al., 2006), uma vez 

que a administração de estradiol em ratas ovariectomizadas aumenta o “binding” de 

agonistas opióides a estes receptores (HAMMER JR; ZHOU; CHEUNG, 1994).  

 

  Em resumo, os resultados apresentados sugerem que fêmeas apresentam 

menor limiar nociceptivo e, dependendo do estímulo, maior sensibilidade à dor do 

que machos. A crotalfina apresenta maior potência e duração de ação 

antinociceptiva em fêmeas. Os dados indicam ainda, que as diferenças observadas 

se devem, pelo menos em partes, à presença dos hormônios sexuais e 

possivelmente, à alterações fisiológicas na expressão dos receptores opióides. 

Atualmente, sabe-se que algumas patologias estão relacionadas 

exclusivamente ao sexo feminino e dados clínicos têm mostrado que mulheres 

apresentam maior prevalência de dores do tipo crônica, respondem menos à 

analgésicos e por vezes, necessitam de doses maiores destes medicamentos em 

intervalos de tempo menores, em relação aos homens. Assim, a descoberta de 

fármacos com maior efetividade em mulheres favorece as abordagens direcionadas 

ao tratamento dessas patologias associadas ao sexo ou com maior prevalência em 

mulheres. Assim, nossos estudos apontam para a importância da crotalfina como 

fármaco analgésico e aumentam as evidências que demonstram ser esta substância 

uma droga promissora para o tratamento da dor. 
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Com base nos resultados apresentados é possível sugerir que fêmeas 

apresentam menor limiar nociceptivo e maior sensibilidade à dor, em relação aos 

machos. Estas diferenças são decorrentes da presença de hormônios esteroidais 

gonadais. A crotalfina apresenta atividade antinociceptiva de longa duração e 

decorrente da ativação de receptores opióides do tipo kappa, em modelos de dor 

aguda, e kappa e delta, em modelo de dor neuropática, em ratos machos e fêmeas. 

Contudo, a crotalfina apresenta maior potência antinociceptiva em fêmeas. É 

possível sugerir, com base nos dados apresentados, que a maior potência da 

crotalfina em fêmeas possa ser decorrente da maior expressão de receptores 

opióides do tipo kappa. 

Estes resultados evidenciam a importância da inclusão de animais fêmeas em 

estudos de avaliação de novos fármacos com atividade analgésica



 

* De acordo com:   
ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e documentação: 
referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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