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RESUMO 
 
 

AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO, ANTI-INFLAMATÓRIO, ANTIDEPRESSIVO E 
ANSIOLÍTICO DOS VENENOS DE Rhinella marina E Rhinella jimi EM CAMUNDONGOS SUÍÇOS 

 
AUTORA: Maria de Fátima Rodrigues Aguiar 
ORIENTADOR: Quintino Moura Dias Júnior 

 
Venenos e secreções de anuros bufonídeos são fontes abundantes de moléculas bioativas 
potencialmente úteis em saúde pública. No entanto, pouco se sabe sobre as propriedades 
analgésicas, anti-inflamatórias, antidepressivas e ansiolítica desses venenos. Assim, a proposta do 
presente estudo foi avaliar o potencial antinociceptivo, anti-inflamatório, antidepressivo e ansiolítico 
dos venenos de duas espécies de anuros bufonídeos: Rhinella marina e Rhinella jimi. No estudo 
utilizamos camundongos suíços. Estes animais foram previamente pré-tratados com 3 diferentes 
doses (60, 180 ou 360 µg/ 300 µL) de veneno de cada espécie e após 1 hora foram submetidos ao 
teste da formalina, teste da carragenina, teste do nado forçado ou teste do campo aberto que 
avaliam, respectivamente, a atividade antinociceptivo, anti-inflamatório, antidepressivo e ansiolítico 
destes venenos. No teste da formalina, quantificou-se durante 1 hora o número de respostas 
nociceptivas em resposta à injeção formalina a 1%. No teste da carragenina quantificou-se o aumento 
de volume (edema) de pata induzido por injeção subcutânea intraplantar de carragenina a 1% ao 
longo 5 horas. No teste do campo aberto avaliou-se a atividade locomotora e nivél de ansiedade 
durante 5 minutos. No teste do nado forçado quantificou-se o tempo total de imobilidade e de nado 
durante uma sessão de 6 minutos de nado. Como resultados, observamos que o pré-tratamento com 
veneno de Rhinella marina e de Rhinella jimi possuem significativa atividade antinociceptiva em 
ambas fases do teste da formalina. Na dose de 60 µg e 180 µg/300 µL, o veneno de Rhinella marina 
não alterou significativamente a 1ª fase de respostas nociceptivas mas reduziu significativamente a 
intensidade e duração das respostas nociceptivas da 2ª fase do teste. Na dose de 360 µg/ 300 µL, o 
veneno de Rhinella marina reduziu significativamente a 1ª fase e aboliu significativamente as 
respostas nociceptivas na 2ª fase do teste. Nas 3 doses testadas o veneno de Rhinella jimi atenuou 
significativamente tanto a 1ª quanto a 2ª fase. Ambos venenos atenuaram significativamente a 
intensidade do edema induzido pela injeção de carragenina a 1%. O efeito anti-inflamatório do 
veneno de Rhinella marina foi observado com as doses de 180 e 360 µg/ 300 µL, mas não com a de 
60 µg/ 300 µL, enquanto que o efeito anti-inflamatório do veneno de Rhinella jimi foi observado em 
todas as doses. No teste do nado forçado, a administração de veneno Rhinella marina, mas não de 
Rhinella jimi, potencializou significativamente a duração da imobilidade e reduziu significativamente a 
duração do nado nas doses de 180 e 360 µg/ 300 µL, mas não com de 60 µg/ 300 µL.  Por fim, 
nenhum dos venenos alterou significativa a atividade locomotora e nível de ansiedade quando 
avaliado no teste do campo aberto. Conclui-se que ambos venenos possuem atividade antinoceptiva 
e discreta atividade anti-inflamatória e que estes efeitos não decorrem de prejuízo motor. Além disso, 
o veneno de Rhinella marina, mas não de Rhinella jimi, aumentou a duração do tempo de imobilidade 
no teste do nado forçado. Por tanto, os resultados reforçam a proposição de uso de venenos de 
anuros bufonídeos como fonte para bioprospecção de produtos úteis à saúde pública.  

  
Palavras chaves: veneno de anuros bufonídeos; bioprospecção; antinocicepção; anti-inflamatórios; 

ansiolíticos; antidepressivos. 
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ABSTRACT 
 

EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE, ANTI-INFLAMMATORY, ANTIDEPRESSANT AND ANTI-
ANXIETY EFFECT OF THE Rhinella marina AND Rhinella jimi VENOMS IN SWISS MICE 

 
AUTHOR: Maria de Fátima Rodrigues Aguiar 

ADVISOR: Quintino Moura Dias Júnior 

 
Venoms and secretions of Bufonidae anurans are abundant sources of potentially useful bioactive 
molecules in public health. However, little is known about the antinociceptive, anti-inflammatory, anti-
depressant and anxiolytic propriety of venom these anurans. Thus, the purpose of this study was to 
evaluate the antinociceptive, anti-inflammatory, anti-depressant and anxiolytic potential of the venoms 
of two anurans species: Rhinella marina and Rhinella jimi. In the study we used swiss. These animals 
were previously pretreated with 3 different doses (60, 180 ou 360 µg/ 300 µL) of venom of each 
species and, after 1 hour, it was tested in formalin, carrageenan, forced swim or open field test tests 
which evaluate, respectively, the antinociceptive, anti-inflammatory, antidepressant and anxiolytic 
activity these venoms. In the formalin test, it was quantitated during 1 hour the number of nociceptive 
responses in response to formalin 1%. In the carrageenan test, it was quantified the increase of paw 
volume (swelling) induced by subcutaneous intraplantar injection of carrageenan 1% during 5 hours. 
In the open field test, it was evaluated the locomotor activity and anxiety levels during 5 minutes. In the 
forced swimming test, it was quantified the total time of immobility and swim behavior during a session 
of 6 minutes of swimming. As result, we found that pretreatment with Rhinella marina and Rhinella jimi 
venoms have significant antinociceptive activity in both phases of the of formalin test. At the dose of 
60 and 180 µg / 300 µL, Rhinella marina venom did not significantly change the 1st phase of 
nociceptive responses but significantly reduced the intensity and duration of nociceptive responses in 
the 2nd phase of the test. At the dose of 360 µg / 300 µL, the Rhinella marina venom significantly 
reduced the 1st phase and significantly abolished the nociceptive responses in the 2nd phase of the 
test. In the three doses tested, the Rhinella jimi venom significantly attenuated both 1st as the 2nd 
phase of nociceptive responses induced by formalin. The results also demonstrate that both venoms 
significantly attenuated the intensity of edema induced by carrageenan 1% injection. The anti-
inflammatory effect of Rhinella marina venom was observed with doses of 180 and 360 µg / 300 µL, 
but not 60 µg / 300 µL, while the anti-inflammatory effect of Rhinella jimi venom was observed in all 
doses. In the forced swimming test, administration of Rhinella marina venom, but not Rhinella jimi, 
significantly increased the duration of immobility and reduced the duration of swimming in the dose of 
180 and 360 µg / 300 µL, but not 60 µg / 300 µL. Finally, none of the poisons changed significantly the 
locomotor activity and anxiety levels when assessed in the open field test. Conclude that both venoms 
have antinoceptive and discrete anti-inflammatory activity and that these effects do not result from 
motor impairment. Furthermore, the Rhinella marina venom, but not Rhinella jimi, increased the 
duration time of immobility in the forced swimming test, indicating a possible inducing effect of 
negative symptoms of schizophrenia. Therefore, the results support the proposition of use of 
Bufonidae anurans venoms as a source for bioprospecting products useful to public health. 
 
Key words: Bufonidae anuran venoms; bioprospecting; antinociception; anti-inflammatory; anxiolytics; 

antidepressants. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 
1.1 ANFÍBIOS E ANUROS 
 

Os anfíbios foram os primeiros vertebrados a tornarem-se adaptados a vida 

terrestre através de um processo iniciado no período Devoniano, há cerca de 390 

milhões de anos atrás (DAS et al., 2000; RETALLACK, 2011), tornando-se uma 

etapa de destaque na história filogenética dos vertebrados. O nome “anfíbio”, 

proveniente do grego (amphi = duplo; bio = vida), deve-se ao fato de que grande 

parte de suas espécies apresentarem uma forma larval aquática e outra terrestre. Na 

forma larval aquática ou de girino, o anuro apresenta respiração branquial e, em sua 

maioria, alimentação herbívora. Já na forma terrestre ou adulta, o anuro apresenta 

respiração pulmonar/cutânea, alimentação baseada principalmente em artrópodes e 

pele úmida rica em glândulas. Os anfíbios constituem a extensa classe Amphibia, 

composta por 7044 espécies (FROST, 2013) divididas em três grupos (ordens): 

Anura (sapos, rãs, jias e pererecas), Urodela ou Caudata (salamandras e tritões) e 

Gymnophiona (cobras-cegas ou cecílias). No Brasil, até julho de 2014, foram 

registradas 1026 espécies de anfíbios (pertencentes a 33 famílias): 988 espécies de 

Anuros, 5 espécie de Caudata e 33 espécies de Gymnophionas, colocando o país 

em primeiro lugar em diversidade de anfíbios, com cerca de 10% de todas as 

espécies de anfíbios conhecidas no mundo (SEGALLA et al., 2014). 

Os sapos e rãs são representantes relativamente comuns da ordem Anura, 

habitando locais geralmente úmidos por necessitarem desse tipo de ambiente 

durante o período de reprodução. A pele dos anfíbios é essencialmente composta 

por derme, epiderme e glândulas que desempenham funções como: proteção física, 

auxílio na respiração, controle de temperatura, reprodução e defesa contra 

microrganismos e predadores (CLARKE, 1997; DUELLMAN; TRAUB, 1996; 

TOLEDO; JARED, 1993; ZUG, 1993; TOLEDO; JARED, 1995). As glândulas da pele 

de anuros podem ser de dois tipos: as mucosas e as granulares. As glândulas 

mucosas ocorrem por toda a pele e são compostas basicamente por 

glicosaminoglicanas e proteoglicanas, e suas secreções fornecem um revestimento 

úmido necessário para a respiração cutânea desses anfíbios (DAPSON, 1970). As 

glândulas granulares ou macroglândulas parotoides, também conhecidas como 
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glândulas serosas ou de veneno, distribuem-se ao longo do corpo, mas 

frequentemente concentrada em torno da cabeça e pescoço e formam 

protuberâncias conspícuas e normalmente grandes, característica dos anuros da 

família Bufonidae (MAILHO-FONTANA et al, 2013). Estas glândulas normalmente 

secretam substâncias tóxicas em resposta ao estresse ou agressão física (GOMES 

et al., 2007).  

 

1.2 ANUROS BUFONÍDEOS 
 

Até rescentemente, todos os sapos comuns eram incluidos no gênero Bufos. 

No entanto, este gênero está agora restrito às espécies encontradas na Europa, 

Ásia e África. Neste sentido, as principais espécies sulamericanas, que antes 

pertenciam ao gênero Bufos, passaram a compreender principalmente a dois 

subgêneros: Rhaebo e Rhinella. O gênero Rhaebo e Rhinella compreendem 10 e 84 

espécies, respectivamente, distribuidas ao longo da América Central e do Sul 

(FROST, 2013). A maioria das espécies possui pele seca, rugosa e grossa, e 

apresentam pernas relativamente mais curtas do que de outros anuros (LIMA et al., 

2006).  

 

Figura 1 Anuros bufonídeos da espécie (A) Rhinella marina e (B) Rhinella jimi  

Fonte: (A) Paulo S. Bernarde (B) Juliana Borges 

 
No Brasil, os anuros da família bufonidae são representados por sete 

gêneros, sendo a Rhinella (Figura 1) a mais representativa. A Rhinella marina 

(Figura 1A) possui ampla distribuição, que se estende desde o Texas, no norte dos 
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Estados Unidos da América, até o centro da América do Sul, na Amazônia brasileira 

(FROST, 2013). Já a Rhinella jimi (Figura 1B) possui ampla distribuição na caatinga 

brasileira. A Rhinella schneideri, que é um parente próximo da Rhinella jimi 

(provavelmente consistindo de um complexo de espécies), vive no cerrado brasileiro 

central. Os sapos do gênero Rhinella apresentam pares de glândulas parotoides 

localizadas dorsalmente atrás dos olhos (JARED et al., 2009). Além disso, Rhinella 

schneideri também possui, como característica diferencial da Rhinella jimi, a 

presença de macroglândulas paractêmicas no seu membro posterior (JARED et al., 

2009). Como essas glândulas parotoides consistem de uma agregação de 

numerosas unidades secretórias, elas têm sido nomeadas de macroglândulas para 

se diferenciarem daquelas glândulas mucosas comuns e glândulas granulares do 

restante da pele (TOLEDO; JARED, 1995). As macroglândulas são compostas por 

alvéolos secretórios justapostos com característica estrutural tipo colmeia de abelha. 

A análise histológica mostra que em todos os sapos, incluindo os do gênero 

Rhinella, existe um exclusivo tampão epitelial composto de diversas lâminas de 

células epidérmicas que sempre bloqueiam o ducto alveolar (MAILHO-FONTANA et 

al., 2013). Tais tampões mantém a pressão interna dos alvéolos e estão dessa forma 

envolvidos com a liberação do veneno (JARED et al., 2009; MAILHO-FONTANA et 

al, 2013). 

Diferente de outros anuros que habitam regiões semiáridas e abertas, a 

Rhinella jimi e Rhinella schneideri, e talvez outras espécies do gênero como a 

Rhinella marina, permanecem completamente expostas ao ambiente por longos 

períodos, sem que isso represente risco de dessecação. Tais características 

provavelmente estão associadas à presença de lâmina dérmica calcificada (ELKAN, 

1976; JARED et al., 2009; TOLEDO; JARED, 1993; PRAMUK, 2006) cobrindo todo o 

corpo, inclusive as glândulas parotoides. De acordo com Jared e colaboradores 

(2009), as espécies do gênero Rhinella são incapazes de ejetar voluntariamente seu 

veneno e sugere que, devido à similaridade do comportamento defensivo e a 

estrutura das glândulas parotoides entre os sapos, tal característica pode estar 

presente em todo o grupo. Como consequência, o envenenamento por anuros 

bufonídeos do gênero Rhinella ocorre somente quando o predador ataca e 

comprime diretamente suas glândulas parotoides. 
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1.3 VENENOS DE ANUROS BUFONÍDEOS 
 

Os venenos de anuros bufonídeos são uma mistura complexa de substâncias 

cuja composição básica pode variar enenormemente quanto a sua concentração 

entre as espécies de acordo com fatores como a variedade do veneno, área de 

produção, diferenças na época e métodos de coleta e seu processamento (YANG et 

al., 2015). O veneno de anuros bufonídeos são geralmente agrupados em quatro 

categorias de compostos: aminas biogênicas, alcaloides, esteroides e proteínas 

(TOLEDO; JARED, 1995). Além disso, esses componentes podem ser distruibuidos 

em componentes hidrossolúveis e lipossolúveis. Os principais componentes 

químicos lipossolúveis já descritos são os bufadienolídeos, tal como a bufagina, 

resinobufagina e bufalina que, juntos, correspondem a 10% do peso seco do veneno 

(FLIER et al, 1980; MA et al., 2009; YANG et al., 2015). Os componentes 

hidrossolúveis incluem as bufotoxinas (Bufodienolídeo), glicosídios cardíacos, 

alcalóides indoles, alcoois, polissacarídeos, aminoácidos, peptídeos, adrenalina, 

amonias quaternárias, aminas biogênicas tais como a serotonina e seus n-metilados, 

triptamina, histamina e seus compostos n-metilados, L-tirosina, candicina, 

leptodactilina, epinefrina, norepinefrina e dopamina (CLARKE, 1997; SCHWARTZ et 

al, 2007). A ampla diversidade de substâncias nos venenos de bufonídeos deve-se a 

ampla variedade de espécies que predam estes animais, além da grande 

diversidade de patógenos encontrados nos locais, muitas vezes hostis, em que 

vivem. 

A sensibilidade de diversos vertebrados, incluindo humanos, ao 

envenenamento por bufonídeos é bem descrita (DOODY et al., 2006; GRIFFITHS; 

MCKAY, 2007; KEOMANY et al., 2007; LETNIC et al., 2008; SAKATE; LUCAS DE 

OLIVEIRA, 2000). Muitos dos componentes contidos nas secreções destas 

glândulas têm papel defensivo e possuem diversos efeitos que incluem 

cardiotoxicidade, miotoxicidade, neurotoxicidade, vasoconstrição, hipotensão, 

disenteria, soluços, convulsões, fadiga, efeitos alucinógenos e potencializadores do 

sono – propriedades estas que podem claramente afetar adversamente um potencial 

predador (CLARKE, 1997; GARRETT e BOYER, 1993; GARG et al., 2007; 

HABERMEHL, 1981; JARED et al., 2009; PINEAU; ROMANOFF, 1995; SAKATE; 

LUCAS DE OLIVEIRA, 2000; SONNE et al., 2008; VITAL BRAZIL; VELLARD, 1925, 
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1926). Além disso, muitas substâncias das secreções granulares também 

apresentam propriedades imunomodulatórias e antimicrobianas que propiciam a 

sobrevivência do anfíbio em ambientes hostis (CLARKE, 1972). 

 

1.4 PROPRIEDADES FARMACOLÓGICAS DE VENENOS DE BUFONÍDEOS 
 

 A alta diversidade bioquímica dos venenos de anuros bufonídeos tem sido 

prospectivamente explorada na busca de novas moléculas bioativas com atividade 

biotecnologicamente úteis. Evidências indicam diversas propriedades farmacológicas 

do veneno de bufonídeos bem como seus componentes isolados, sendo algumas já 

exploradas terapeuticamente. Por exemplo, na Ásia, emprega-se o veneno do 

gênero Bufos no tratamento de resfriados e inflamações (LYTTLE et al, 1996). 

Barros (2013) descreve atividade inibitória de componentes de venenos de Rhinella 

marina e Rhinella icterica contra vírus da raiva. Hong-Yue e colaboradores (2007) 

descrevem ações anti-inflamatórias e analgésicas de uma fórmula chinesa 

denominada Liu-Shen-Wan, composta por veneno de Bufo bufo gargarizans, 

indicada para o tratamento de inflamações do trato respiratório. O veneno de Bufo 

melanostictus, uma espécie comum na Índia, possui ação antidiabética demonstrada 

experimentalmente (NEERATI, 2015). Evidências mostram a eficácia da bufalina e 

cinobufagina, extraídas de Bufo bufo gargarizans, contra linhagens de células de 

câncer de próstata (YEH, 2003) e osteosarcoma (WANG E BI, 2014). Ferreira e 

colaboradores (2013) mostraram a efetividade de 5 extratos isolados do veneno de 

Rhinella marina e 4 de isolados de Rhaebo guttatus sobre linhagens tumorais 

leucêmicas, de ovário, de colón e de glioblastoma. Também foi evidenciado ação 

antibacteriana de componentes isolados do veneno de Bufo rubescens e Rhinella 

icterica contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (CUNHA-FILHO et al., 

2005; PINTO, et al, 2009) e atividade antiparasitária contra Tripanosoma cruzi e 

Leishmania chagasi, utilizando-se componentes extraídos do veneno de Rhinella jimi 

também já foi relatado (TEMPONE et al., 2008). 
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1.5 DOR 
 

A dor fisiológica constitui um dos processos de primordial importância para a 

sobrevivência dos indivíduos. Sua função básica é induzir respostas de proteção, 

produzindo, por exemplo, o reflexo de retirada (ou reação de fuga), com o objetivo 

de interromper e/ou minimizar os danos causados pela exposição ao estimulo 

nocivo, preservando desta forma a integridade do organismo. A dor fisiológica 

normalmente é acompanhada de reações de luta e/ou fuga, além de 

comportamentos generalizados de alerta, respostas endócrinas (tal como secreção 

de corticosterona) e ativação simpática que, juntamente com antinocicepção 

transitória, aumenta o desempenho dos repertórios comportamentais envolvidos no 

escape do encontro agressivo ou em outras situações que potencialmente levam a 

sérias lesões teciduais (MILLAN, 1986; TRAUB, 1996; WIERTELAK et al., 1994). 

De acordo com a definição proposta pela Associação Internacional para o 

Estudo da Dor (International Association of the Study of Pain – IASP), a dor é uma 

“experiência sensorial e emocional desagradável, associada a dano tecidual 

potencial ou real, ou ainda, descrita em termos que sugerem tal dano” (MERSKEY; 

BOGDUK, 1994). Portanto, a dor é uma experiência complexa e subjetiva, que 

envolve um componente sensorial-discriminativo, responsável por identificar a 

natureza e o local de origem do estímulo nocivo, e um componente emocional, que 

constituem os aspectos motivacional-afetivo e o cognitivo-avaliativos desencadeados 

como resultado da integração do estímulo nocivo com centros supra espinais do 

sistema nervoso central, onde a sensação é conscientemente apreciada (CALVINO; 

GRILO, 2006).  

Apesar de não consensual, o uso do termo dor para designar as respostas 

comportamentais observadas em animais quando estes são submetidos a 

estimulações nocivas tem sido questionada por alguns autores. O maior 

questionamento decorre da nossa incapacidade de avaliar os aspectos motivacional-

afetivo e cognitivo-avaliativos dos animais durante uma resposta a estímulos 

nocivos, uma condição fundamental para a definição da dor. Nesse sentido, muitos 

autores defendem que o termo dor é mais adequado para designar a sensação e 

percepção do estímulo nocivo apenas em seres humanos. Desta maneira, adequou-

se a utilização do termo nocicepção, ao invés de dor, para designar a resposta do 
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animal a estímulos nocivos em modelos animais para estudo da dor (LOESER; 

MELZACK, 1999; NOBACK et al., 1996).  

O termo nocicepção (do latim nocere, “nocivo”) foi primeiramente empregado 

por Sherrington (1906) para denominar a detecção de um estímulo nociceptivo, ou 

seja, aquele capaz de comprometer a integridade do organismo. O estímulo 

nociceptivo pode ser de origem física (mecânica e térmica) ou química (bradicinina, 

histamina, serotonina, potássio, acetilcolina, ATP, H+, NGF) e é identificado por 

terminações nervosas livres denominadas nociceptores. Os nociceptores distribuem-

se por todas as partes do organismo (músculos, articulações, vísceras e 

primordialmente pele) e formam campos receptivos ativados especialmente por 

estímulos nocivos (MILLAN, 1999). 

O nociceptor normalmente distingue-se de outros tipos de receptores 

sensoriais por apresentar alto limiar de ativação, ou seja, responder normalmente 

apenas a estímulos potencialmente nocivos (JULIUS; BASBAUM, 2001). Quando 

ativado, o nociceptor gera um impulso elétrico, a informação nociceptiva, que é 

conduzido até a medula espinal por neurônios sensoriais de pequeno calibre 

denominado de neurônio aferente primário (NAP). Estes neurônios são classificados 

com pseudounipolares, já que seus corpos celulares estão localizados no gânglio da 

raiz dorsal da medula espinal, e possuem um ramo projetado para a periferia e outra 

projetada para o sistema nervoso central (HAMMOND; YAKSH, 1981; YAKSH; 

HAMMOND, 1982; WALL, 1980).  

Os NAPs podem ser classificados quanto ao grau de mielinização em fibras 

C, A-δ (delta) e A-β (beta). Os neurônios do tipo C, também conhecidos como 

polimodais, são não-mielinizados, têm baixa velocidade de condução (0,5-2,0 m/s) e 

são ativados por estímulos químicos e térmicos (calor ou frio) nocivos e mecânicos 

não-nocivos. Os neurônios A-δ, são pouco mielinizados, têm velocidade 

intermediária de condução (12-30 m/s) e são ativados por estímulos mecânicos, 

térmicos e químicos de alta intensidade. Já os neurônios A-β possuem grosso 

calibre, mielinizados, possuem alta velocidade de condução do impulso nervoso (30-

100 m/s) e respondem apenas a estímulos de baixo limiar, ou seja, não nociceptivo 

(MILLAN, 1999). 

Após sua geração, a informação nociceptiva é transmitida, através de toda a 

extensão do NAP, para diferentes regiões (lâminas) do corno dorsal da medula 
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espinal onde realiza sinapses com neurônios denominados de 2ª ordem (WILLIS, 

1985). A sinapse entre os NAPs e os neurônios de 2ª ordem envolve liberação de 

diferentes tipos de neurotransmissores, incluindo peptídios (colecistocinina, peptídeo 

intestinal vasoativo, somatostatina), serotonina (5-HT) e aminoácidos (glutamato e 

aspartato), além de substância P e ATP (WILLIS, 1985). 

 Os neurônios de 2ª ordem podem ser classificados, quanto às características 

eletrofisiológicas, em 3 tipos: 1) neurônios nociceptivos específicos, que são 

ativados apenas por estímulos de alta intensidade, 2) de faixa dinâmica ampla, 

ativados tanto por estímulos de alta quanto de baixa intensidade e, 3) não-

nociceptivos, ativados apenas por estímulos de baixa intensidade. Estes neurônios 

se distribuem nas diferentes divisões ou lâminas do corno dorsal da medula espinal, 

conforme proposto por Rexed (1952). Rexed descreveu 10 diferentes subdivisões ou 

lâminas do corno dorsal da medula espinal, sendo as lâminas I, II e V as 

principalmente envolvidas com a passagem de informação nociceptiva. Nesse 

sentido, a lâmina I, ou lâmina marginal de Waldeyer, e lâmina II, também 

denominada como substância gelatinosa, processam especificamente informações 

nociceptivas, recebendo fibras Aδ e C, que respondem principalmente a estímulos 

mecânicos de alto limiar. Por fim, a lâmina V, que é mais profunda, é constituída 

basicamente por neurônios nociceptivos específicos e de faixa dinâmica ampla e 

também respondem tanto a estímulos nocivos quanto a não-nocivos (MILLAN, 

1999). 

Os neurônios de 2ª ordem, quando ativados pelos NAPs, conduzem a 

informação nociceptiva para o sistema nervoso central (SNC) espinal. A condução 

da informação nociceptiva para o SNC supra espinal ocorre através de tratos ou vias 

neurais ascendentes formadas por agrupamentos de neurônios de 2ª ordem. O trato 

ascendente mais bem descrito é o espinotalâmico, representando um dos principais 

tratos somotosensoriais ascendentes. Este trato normalmente conduz informações 

sensoriais decorrentes de estímulos térmicos e mecânicos nocivos (KENSHALO et 

al., 1979; SURMEIER et al., 1986a), mas também respondem a distensão nociva ou 

compressão de órgãos viscerais (AMMONS, 1989ab; HOBBS et al., 1992; MILNE et 

al., 1981). Portanto, este trato pode conduzir tanto informações nociceptivas quanto 

não-nociceptivas (temperatura, pressão e prurido) (ANDREW; CRAIG, 2001ab; 

CRAIG et al., 2001; LYNN, 1992; WILLIS et al., 2001).  
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Os neurônios de 2ª ordem que formam o trato espinotalâmico estão localizados 

principalmente lâminas I, II e V (MILLAN, 1999). Como o próprio nome sugere o 

principal destino final do trato espinotalâmico é o tálamo, mais especificamente nos 

núcleos ventroposterolateral, posterior, centro-lateral e submédio (ALBE-FESSARD 

et al., 1985; BESSON et al., 1982; KERR; LIPPMAN, 1974). O tálamo é tido como 

estrutura responsável de retransmitir as informações sensoriais nociceptivas e não-

nociceptivas, para diferentes áreas do SNC, inclusive o córtex somatosensorial, que 

se faz através de um 3º tipo de neurônio, também conhecido como neurônio de 3ª 

ordem. É no córtex somatosensorial que a informação nociceptiva é discriminada, 

descrita e interpretada/percebida como dor. Além disso, o trato espinotalâmico 

também se conecta com regiões do sistema nervoso envolvidos com a geração dos 

aspectos motivacionais-afetivos da dor, tal como a amígdala, núcleo estriado, núcleo 

acumbens, substância cinzenta periaquedutal, hipotálamo e septo, bem como córtex 

frontal, orbital cingulado e córtex infralímbico (BURSTEIN; POTREBIC, 1993; 

GIESLER et al., 1979; JASMIN et al., 1997; NEWMAN et al., 1996). 

Além da ativação de estruturas do SNC envolvidos com aspectos sensoriais-

discriminativos e emocionais-cognitivos da dor, a informação nociceptiva que sobe 

ao SNC também pode ativar redes/sistemas neuronais descendentes envolvidos 

com o controle endógeno da nocicepção. Estas vias neuronais foram inicialmente 

evidenciadas através da observação de que a estimulação elétrica de discretas 

áreas do sistema nervoso central (MAYER et al., 1971; MAYER; PRICE, 1976; 

REYNOLDS, 1969) eram capazes de produzir analgesia/antinocicepção em animais 

experimentais. Foram descritas diferentes áreas envolvidas nesses sistemas 

descendentes de controle da dor tal como a substância cinzenta pereaquedutal 

(MAYER et al, 1971; REYNOLDS, 1969), núcleo magno da rafe (PROUDFIT; 

ANDERSON, 1975), núcleo reticular paragigantocelular (AKAIKE et al., 1978), 

cerebelo (SIEGEL; WEPSIC, 1974), tálamo ventrobasal (HOSOBUCHI et al., 1973), 

NPtA (ROBERTS; REES, 1986) e região pontina parabraquial (DESALLES et al. 

1985). O bulbo ventrolateral e bulbo ventromedial, denominados coletivamente de 

sistemas inibitórios descendentes bulboespinais, representam as principais fontes de 

projeções descendentes inibitórias para a medula espinal. Os núcleos que compõem 

os sistemas inibitórios descendentes bulboespinais são principalmente o núcleo 

reticular gigantocelular e núcleo reticular paragigantocelular, localizados no bulbo 
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ventrolateral, e núcleo magno da rafe e núcleo reticular gigantocelular para alfa, 

localizados no bulbo ventromedial (ABOLS; BASBAUM, 1981). A ativação destes 

núcleos parece ativar vias monoaminérgicas distintas, sendo a via rafe-espinal 

serotoninérgica e as via retículo-espinal adrenérgica (AZAMI et al., 1982; 

DAHLSTROM; FUXE, 1964; DICKENSON et al., 1979; FIELDS; BASBUM, 1977). 

Evidenciou-se que quando estas áreas estão ativadas ocorre inibição altamente 

específica da resposta nociceptiva sem, no entanto, alterar o estado de alerta, 

atividade comportamental e resposta a estímulos ambientais, sem, no entanto, 

responder a estímulos nocivos (FIELDS; BASBAUM, 1999).  

A dor pode ser estudada empregando diversos modelos animais que 

mimetizam condições observadas em seres humanos. Um destes testes é o teste da 

formalina, que foi descrito por Hunskaar e Hole (1987). Este teste é amplamente 

utilizado para o estudo da fisiopatologia da dor e como modelo para descoberta de 

novos compostos com atividade antinociceptiva (analgésica). O teste consiste em 

induzir respostas nociceptivas através da administração subcutânea intraplantar de 

solução de formalina na pata do animal. As respostas comportamentais 

desencadeadas pela formalina seguem um padrão bifásico, constituindo uma fase 

inicial (1ª fase) e uma fase tardia (2ª fase), separadas por um período de baixo 

número de respostas comportamentais.  A 1ª fase, também denominada de fase 

nociceptiva, se desenvolve imediatamente após a injeção de formalina e tem curta 

duração (5-10 minutos após a injeção de formalina). Além disso, a 1ª fase é atribuída 

ao estímulo direto da formalina sobre os nociceptores das fibras aferentes primárias 

e indução da liberação neuropeptídios nos terminais periféricos e centrais desses 

neurônios (TJOLSEN et al., 1992). Após a 1ª fase é possível identificar um curto 

período de silenciamento comportamental a partir da qual se desenvolve a 2ª fase 

do teste. Esta fase, também denominada de fase inflamatória, tem duração que varia 

de 15-30 minutos. A 2ª fase está associada à liberação de mediadores pró-

inflamatórios tais como a prostaglandina, serotonina, histamina, brandicinina, etc., 

responsáveis pela sensibilização ou ativação do nociceptor (TJØLSEN et al, 1992; 

HUNSKAAR; HOLE, 1985). 
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1.6 INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é caracterizada como uma resposta de defesa do organismo em 

resposta dano celular ocasionado por estímulos endógenos e exógenos como, por 

exemplo, microrganismos, agentes físicos, químicos, necrose tecidual ou reações 

imunológicas. Nesse sentido, a inflamação se desenvolve com objetivo de eliminar o 

agente nocivo e reestabelecer a homeostasia local, constituindo-se dessa forma 

como uma resposta de defesa benéfica ao organismo (KUMAR 2004, SERHAN, 

2004). O processo inflamatório é um processo complexo caracterizado pelo 

desenvolvimento de 5 sinais cardinais: rubor, edema, calor, dor e perda de função 

da área lesada (LUENGO, et al 2005). Além disso, este processo pode ser 

subdividido em dois eventos distintos e interdependentes: o evento vascular e o 

evento celular (MEDZHITOV, 2008). 

A resposta inflamatória se inicia pelo reconhecimento de um estímulo 

inflamatório por células do sistema fagocítico mononuclear (monócitos circulantes e 

macrófagos residentes), que respondem com a secreção de diversos mediadores 

pró-inflamatórios, tais como as citocinas IL-1 e TNF-α (fator de necrose tumoral-alfa). 

A IL-1 e TNF-α liberadas pelos macrófagos são responsáveis pelos eventos 

vasculares ao induzir nas células do endotélio vascular a expressão das selectinas 

(E-selectina, P-selectinas e L-selectina), das moléculas de adesão intercelular 1 

(ICAM-1) e das moléculas de adesão celular vascular 1 (VCAM-1). As moléculas de 

adesão endoteliais, ao interagirem com as integrinas leucocitárias, promovem os 

processos de adesão, rolagem e migração dos leucócitos para o local da inflamação 

(BAUMANN; GAULDIE, 1994; COELHO, 2009; GRANGER; KUBES, 1994; KUMAR 

et al., 2004; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

Como a migração celular e recrutamento de novos leucócitos residentes, 

outros mediadores pró-inflamatórios são produzidos, especialmente os eicosanóides, 

que são derivados lipídicos do ácido araquidônico. O ácido araquidônico é um 

subproduto da reação enzimática de quebra de fosfolipídeos de membrana 

catalisada pela fosfolipases A2 (presente em plaquetas e leucócitos), sendo estas 

previamente ativadas pela IL-1 após lesão da membrana celular. Os eicosanóides, 

por sua vez, são produzidos pela conversão enzimática do ácido araquidônico. 

Dessa forma, o ácido aracdônico pode dar origem aos leucotrienos e prostanoides 



 

 

25 

 

 

(prostagladinas, prostaciclinas e tromboxanos) pela ação, respectivamente, da 5-

lipoxigenases (5-LOX) e da ciclooxigenase (COX). Os prostanoides, em especial a 

prostaglandina, juntamente com aminas vasodilatadoras liberadas por mastócitos, 

tais como a histamina, estão envolvidas principalmente no desenvolvimento de 

eventos vasculares e extravasamento de líquidos, contribuindo para a formação de 

edema, além da indução de febre e hiperalgesia (GUECK, et al, 2004; HILÁRIO et 

al., 2006; MESQUITA JR et al, 2008; MURI et al., 2009; TILLEY et al., 2001).   

Segundo Di Rosa (1972), na década de 60 passou-se a utilizar a carragenina 

como modelo experimental para induzir reação inflamatória, a partir do modelo 

proposto por Winter e colaboradores (1962). A carragenina é um 

mucopolissacarídeo sulfatado extraído das paredes celulares de algas vermelhas 

(Chondrus crispus, Gigartina stellata e Rhodymenia palmata) da ordem Gigartinales. 

Estruturalmente, a carragenina é um grupo complexo de polissacarídeos feitos de 

repetidos monômeros de galactose e são de 3 tipos: lambda, kappa e iota. A 

carragenina, por ser indutora de processo inflamatório associado com formação de 

exsudato rico em proteínas e neutrofilia local ao ser inoculada, passou a ser 

empregado como modelo de edema na pata em rato (LO et al, 1982). A resposta 

inflamatória induzida pela carragenina pode ser dividida em três fases 

bioquimicamente distintas. Na primeira hora após a inoculação de carragenina, 

correspondendo a primeira fase do processo, caracteriza-se pelo significativo 

aumento da permeabilidade vascular mediada por histamina e serotonina. Na 

segunda fase, que ocorre na segunda hora após a inoculação, é caracterizada pela 

presença significativa de cininas. Na terceira hora, corresponde à 3ª fase do 

processo, é onde se observa o pico de formação do edema, caracterizado pela ação 

das prostaglandinas sobre a permeabilidade vascular (DI ROSA et al, 1971a; DI 

ROSA; WILLOUGHBY, 1971).  

 

1.7 DEPRESSÃO 
 

De acordo com a organização mundial de saúde (OMS) a depressão e a 

ansiedade têm se apresentado como um problema de saúde pública. Ainda, de 

acordo com a OMS, a depressão será, até 2020, umas das enfermidades que mais 

causarão incapacidade tomando perspectivas globais, perdendo apenas para 
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doenças cardíacas. Outro fator que torna o estudo da doença importante é a 

resistência ao tratamento. Cerca de 50% dos pacientes diagnosticados com 

transtorno depressivo e da ansiedade ao longo do tratamento poderá apresentar um 

episódio recorrente ou crônico da doença. Além disso, pelo menos 20% dos 

pacientes não respondem satisfatoriamente aos medicamentos tradicionais 

antidepressivos ou ansiolíticos e sofrem com os efeitos adversos produzidos eles 

(NEMEROFF, 2007, PERITO; FORTUNATO, 2012). Portanto, tais constatações, 

associadas ao alto impacto econômico do tratamento da depressão, justifica a 

necessidade de busca por novos fármacos mais eficazes e menos custosos. 

Acredita-se que a depressão é uma síndrome psiquiátrica cujo 

desenvolvimento decorre de múltiplas causas, podendo se destacar: causas 

biológicas e psicossociais. Além disso, a depressão é uma doença diplomática, 

acometendo a  população geral em todas as faixas etárias (BAHLS, 1999, BAHLS, 

2002). Sem diagnóstico e sem tratamento, prejudica a qualidade de vida e bem-estar 

do paciente o que pode gerar tendências suicidas (OLIVEIRA, et al 2006). Apesar 

dos prejuízos conhecidos aos pacientes, a depressão ainda é frequentemente 

subdiagnosticada e subtratada, sendo por vezes não detectada pelo médico em 

contato inicial. Além disso, a falta de cuidados e tratamento específico pode 

contribuir para avançado do quadro clinico, o que na maioria dos casos poderia ser 

evitado com o tratamento adequado. (DOCHERTY, 1997; ROST, et al, 1998, 

RONALDS, et al, 1997). 

Apesar da causa da depressão ainda não está totalmente elucidada, 

evidencias indicam que sua origem pode estar associada a alterações 

neuroquímicas no sistema nervoso central, especificamente sobre a 

neurotransmissão monoaminérgica (LAFER; VALLADA FILHO, 1999). Os sistemas 

monoaminérgicos são representados por neurônios contendo norepinefrina (NE), 

serotonina (5-HT) e dopamina (DA). Estes sistemas se originam em pequenos 

núcleos no tronco cerebral e juntamente com a acetilcolina (ACh) atuam exercendo 

efeitos envolvidos na regulação da atividade psicomotora, apetite, sono e humor. No 

final da década de 50, com a observação dos efeitos dos antidepressivos inibidores 

da monoaminoxidase (MAO) e dos antidepressivos tricíclicos, aventou-se a hipótese 

de que esses fármacos aumentavam as concentrações de norepinefrina e 

serotonina em áreas do sistema nervoso central. A deficiência ou desbalanço das 
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aminas biogênicas NE, 5-HT e DA no encéfalo como mecanismo fisiopatológico da 

de depressões e ficou conhecida como hipótese monoaminérgica (LAFER; 

VALLADA FILHO, 1999).  

Já na década de 60, Joseph Schildkraut e Seimiour Kety estudando 

antidepressivos e reserpina, propuseram a hipótese noradrenérgica, onde a 

depressão decorreria principalmente da diminuição da atividade noradrenérgica pós-

sináptica (GRAEFF, 1989). Posteriormente, Schildraut (1965) e Bunney e Davis 

(1965) propunham a hipótese catecolaminérgica, onde a depressão seria então 

causada pela diminuição relativa ou absoluta das catecolaminas, principalmente a 

NE, nos receptores adrenérgicos centrais. Em seguida surgiu a hipótese 

serotonérgica proposta por Van Praag e Korf (1971) que defendiam a diminuição da 

atividade da via serotoninérgica. Em 1990, Wilnner propôs a hipótese 

dopaminérgica, na qual a dopamina estaria associada à depressão, principalmente 

na anedonia (BAHLS S-CLAIR, 1999). Na década de 70, David Wong relata a 

existência de drogas da classe das butirofenonas que seriam capazes de atuarem 

sobre o metabolismo da 5-HT, o que deu início ao tratamento com menos efeitos 

colaterais com o uso de medicamentos denominados inibidores seletivos da 

receptação da serotonina (ISRS) (LIEBERMAN, 2003). 

Com os avanços obtidos nos estudos da neurobioquímica, vários modelos 

animais passaram a ser utilizados para investigar as hipóteses e buscar novos 

fármacos com propriedades antidepressivas. Nesse sentido, para que os modelos 

experimentais pudessem reproduzir de forma eficiente mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia da depressão, Willner (1984) propôs que os modelos deveriam 

obedecer a 3 critérios de validação: a) ser preditivo: ter capacidade em prever o 

efeito do tratamento; b) ter analogia: ter capacidade reproduzir aspectos 

semelhantes a da doença; c) ter homologia: existir semelhança entre os mecanismos 

neurobiológicos observados no modelo e na doença. Dentre os testes desenvolvidos 

com passe no pressuposto de validação, o teste do nado forçado, proposto por 

Porsolt e colaboradores (1977), baseado em modelos de “desespero 

comportamental”, é um dos mais aceitos devido a sua alta validade preditiva, ou 

seja, de detectar drogas atividade antidepressiva.  
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1.8 ANSIEDADE 
 

A ansiedade pode ser caracterizada como um estado emocional transitório 

envolvendo conflitos psicológicos e sentimentos desagradáveis de tensão, angústia 

e sofrimento (ANDRADE & GORENSTEIN, 1998). Ela difere do medo, já que este se 

apresenta em resposta a um perigo real e limitado ao estímulo que o desencadeou. 

A ansiedade é considerada normal (fisiológica) quando se caracteriza de maneira 

adaptativa ao organismo, preparando o organismo para outras respostas e é 

considerada nociva (patológica) quando se apresenta de maneira desproporcional à 

situação que a desencadeou ou quando não há objeto específico ao qual a 

direcione. Logo, a ansiedade patológica é caracterizada quando o sofrimento 

provocado pelo estado de ansiedade passa a trazer prejuízos aos indivíduos, 

fazendo com que estes apresentem comportamento de fuga em situações 

importantes da vida (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998).  

Fisiologicamente a ansiedade é um estado de funcionamento cerebral em que 

ocorre ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), gerando sintomas 

neurovegetativos: insônia, taquicardia, palidez, aumento da perspiração, angústia, 

medo, tensão muscular, tremor, tontura, desordens intestinais, entre outros, são 

alterações adaptativas e variam de indivíduo para indivíduo (MACKENZIE, 1989; 

GIUNTINI, 2006). A ansiedade patológica refere-se à um grande grupo de 

transtornos de ansiedade que, segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais - DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION), são 

classificados nas seguintes categorias diagnósticas: transtorno de ansiedade 

generalizada, transtorno de pânico, transtorno obsessivo-compulsivo, transtornos 

fóbicos e transtorno de estresse pós-traumático (APA, 2014). 

Diversas evidências indicam que os transtornos de ansiedade estão 

associados ao mal funcionamento do sistema inibitório GABAérgico em áreas do 

sistema nervoso central, especialmente no sistema límbico. Atribui-se ao ácido 

gama-aminobutírico (GABA) juntamente com as aminas biogênicas (noradrenalina, 

dopamina e serotonina) o papel na modulação e regulação dos sistemas de defesas. 

O GABA é um neurotransmissor inibitório amplamente distribuído no sistema 

nervoso central (SNC), principalmente no sistema límbico. A inibição neuronal 

mediada pelo GABA decorre de sua ação sobre duas classes de receptores: os 
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ionotrópicos (GABAA) e os metabotrópicos (GABAB) (BOWERY, 2010). O papel dos 

receptores GABAérgicos, especialmente receptores GABAA, na eficácia do 

tratamento dos transtornos da ansiedade tem sido evidenciado pelo mecanismo de 

ação dos benzodiazepínicos (SILVA, 2001). Os benzodiazepínicos são agonistas 

alostérico do GABA, ligando-se e provocando mudança conformacional do receptor 

GABAA, o que ocasiona num aumento da afinidade do receptor pelo GABA. A 

ativação de receptores GABAA induz aumento na condutância dos canais de cloreto, 

gerando uma hiperpolarização da membrana neuronal (BOWERY, 2010;, HAEFELY, 

1990; SIEGHART, 2006). 

Nos últimos 45 anos, os benzodiazepínicos estão entre as drogas de escolha 

para o tratamento de diversas formas de ansiedade. No entanto, apesar de seus 

benefícios, os seus efeitos adversos são constantes e incluem efeitos sedativos 

indesejáveis, relaxamento muscular, amnésia e dependência durante o uso por 

longo tempo (RABBANI, et al, 2007; KAPLAN; SADOCK, 2005). Devido a estes 

efeitos, atualmente tem-se intensificado as recomendações ao uso de 

antidepressivos como primeira escolha ao tratamento de transtornos de ansiedade, 

principalmente os inibidores da receptação da serotonina (ISRS) ou inibidores da 

receptação da serotonina-noradrenalina. Assim, reservando o uso dos 

benzodiazepínicos como segunda escolha ou para uso em curto prazo, como 

tratamento complementar aos antidepressivos (LADER, 2011). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Frente ao conjunto de informações acima levantadas, o presente estudo parte 

do pressuposto de que a dor, inflamação, depressão e ansiedade são condições 

virtualmente presentes, em menor ou maior grau, em quase todas as doenças 

conhecidas. Tais condições são questões de importante impacto em Saúde Pública, 

visto o alto impacto econômico decorrente dos gastos com tratamento muitas vezes 

baseadas em fármacos importados com alto valor agregado. Associado ao fato de 

que muitas dessas condições são precariamente tratadas, ou pelo alto custo ou pela 

baixa eficácia dos fármacos atualmente disponíveis, é de extrema relevância que 

novas alternativas terapêuticas, preferencialmente mais baratas e mais eficientes, 

sejam descobertas e disponibilizadas. É nesse intuito que o estudo se propões 

explorar a potencialidade de venenos dos anuros bufonídeos das espécies Rhinella 

marina e Rhinella jimi, conhecidas pela fácil obtenção e pela abundância de matéria 

prima para bioprospecção de substâncias farmacologicamente úteis. Além disso, os 

resultados do estudo sinalizariam para a possível geração de novos fármacos 

analgésicos, anti-inflamatórios, antidepressivos e ansiolíticos desenvolvidos 

nacionalmente, tornando-os mais baratos e, portanto, mais acessíveis.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a potencial atividade antinociceptiva (analgésica), anti-inflamatória, 

antidepressiva e ansiolítica do veneno de Rhinella marina e Rhinella jimi em 

camundongos . 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o efeito da administração subcutânea de veneno de Rhinella marina e 

Rhinella jimi sobre a resposta nociceptiva no teste da formalina; 

 Avaliar o efeito da administração subcutânea de veneno de Rhinella marina 

e Rhinella jimi sobre o desenvolvimento de edema de pata no teste da carragenina; 

 Avaliar o efeito da administração subcutânea subcrônica de veneno de 

Rhinella marina e Rhinella jimi sobre o tempo de imobilidade e nado durante o teste 

do nado forçado; 

 Avaliar o efeito da administração subcutânea de veneno Rhinella marina e 

Rhinella  jimi sobre a atividade locomotora e nível de ansiedade no teste do campo 

aberto. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS 

 

No presente estudo empregou-se camundongos swiss webster machos (25-

38g), mantidos em sala com luz e temperatura controladas, água e comida ad 

libitum. O estudo empregou 260 camundongos fornecidos pelo biotério da Fiocruz-

Rondônia. Foram utilizados 5 animais por grupo. Os animais foram recebidos e 

colocados para adaptação ambiental por um período de 3 dias. Os experimentos 

foram realizados entre 8h e 17h. Todos os experimentos foram aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) institucional (ANEXO I).  

 

4.2 OBTENÇÃO DOS VENENOS 
 

Os venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi foram fornecidos pelo 

laboratório de Biologia Celular do Instituto Butantã (SISBIO nº 36375-1), na forma de 

veneno bruto seco. Os venenos foram ressuspendidos em solução tampão salina 

fosfato, obtendo-se soluções na concentração de 6,48 mg/ ml (Rhinella marina) e 

12,96 mg/ ml (Rhinella jimi) acondicionadas em alíquotas de 200 µL e mantidas em 

freezer -80 ºC até o momento do uso. 

 

 4.3 PREPARO E ADMINISTRAÇÃO DE DROGAS 
 

 Formaldeído/Formalina (Sigma-Aldrich): foi empregado solução de 

formaldeído a 1 % que foi preparada por diluição da solução estoque à 37 % 

em solução fisiológica 0,9 % (TJOLSEN et al., 1992) e foi administrada por via 

subcutânea no dorso da pata posterior direita no volume de 25 µL; 

 λ-Carragenina (Sigma-Aldrich): foi empregada solução de carragenina a 1% 

que foi preparada por dissolução de 1 g de carragenina em 100 ml de solução 

fisiológica 0,9 % (WINTER et al., 1962) e foi administrada por via subcutânea 

intraplantar na pata posterior direita no volume de 25 µL; 

 Diazepam (União Química): foi empregado solução de diazepam nas doses 

de 2 mg/ Kg e 5 mg/ Kg (CRAWLEY; DAVIS, 1982). As soluções foram 
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preparadas a partir da diluição da solução de ampolas de diazepam (5 mg/ 

ml) com solução fisiológica 0,9 % e foi administrada por via intraperitoneal; 

 Sertralina (Momenta): foi empregado na dose de 10 mg/ Kg (MIKAIL et al., 

2012). A solução de sertralina foi preparada a partir de comprimidos de 50 mg 

previamente macerados e dissolvidos completamente em solução fisiológica à 

0,9 % e foi administrada por via intraperitoneal; 

 Paracetamol (Sigma-Aldrich): foi empregado na dose de 200 mg/ Kg 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987). A solução de paracetamol foi preparada por 

dissolução de 6 mg do fármaco em 1 ml de solução fisiológica a 0,9 % e foi 

administrada por via intraperitoneal; 

 Indometacina (Tocris Bioscience): foi empregada na dose de 30 mg/ Kg 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987). A solução de indometacina foi preparada 

dissolvendo 30 mg da droga em 1 ml de solução fisiológica a 0,9 % e foi 

administrada por via intraperitoneal; 

 Veneno de Rhinella marina e Rhinella jimi: as soluções estoques de veneno 

foram descongelados para a concentração de 60, 180 ou 360 µg/ 300 µL 

(MAILHO-FONTANA et al., 2013). Os venenos foram diluídos em solução 

fisiológica à 0,9 % e injetados por via subcutânea na região dorsal atrás da 

cabeça no volume de 300 µL. 

 

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

4.4.1 Teste da formalina 

 

O teste da formalina foi empregado para avaliar se os venenos de Rhinella 

marina e Rhinella jimi alteram a resposta nociceptiva induzida por injeção intraplantar 

de formalina a 1% e foi realizado de acordo com Hunskaar e Hole (1987).  Para tal, 

no dia do experimento os animais foram pré-tratados com injeção subcutânea no 

dorso com veneno de Rhinella marina ou Rhinella jimi nas doses de 60, 180 ou 360 

µg/ 300 µL. Como controle negativo e positivo, os animais foram pré-tratados, 

respectivamente, com salina (300 µL; s.c. no dorso) e Paracetamol (200 mg/ Kg; i.p). 

Após 1 hora do pré-tratamento, os animais receberam injeção de 25 µL de formalina 
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a 1% no dorso da pata posterior direita. Imediatamente após a injeção de formalina, 

os camundongos foram colocados sob o aparato de observação constituído por um 

funil de vidro rodeado por dois espelhos e realizou-se a contagem do número total 

de comportamentos nociceptivos a cada 5 minutos durante 60 minutos. Considerou-

se como comportamento nociceptivo a elevação, sacudida e/ou lambida da pata 

tratada. O protocolo experimental deste teste é representado de acordo do o 

fluxograma (Figura 2) abaixo: 

Figura 2 Fluxograma representando o teste da Formalina 1% 

 

 

 

 4.4.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 

O teste do edema de pata fo i  empregado para avaliar o efeito dos venenos 

de Rhinella marina e Rhinella jimi sobre o desenvolvimento do edema induzido por 

injeção intraplantar de carragenina e foi realizado de acordo com Morris (1987). O 

edema de pata foi mensurado com o auxílio de um pletismômetro de pata (Insight, 

Brasil), que consiste de um equipamento capaz de detectar alterações volumétricas 

da pata. Previamente, obteve-se as medidas basais de ambas as patas posteriores 

e, em seguida, os animais foram pré-tratados com veneno de Rhinella marina ou 

Rhinella jimi (60, 180 ou 360 µg/ 300 µL; s.c no dorso). Como controle negativo e 

positivo, os animais foram pré-tratados, respectivamente, com salina (300 µL; s.c no 

dorso) e indometacina (6 mg/ Kg; i.p).  

Passados 1 hora do pré-tratamento, os animais foram injetados com 25 μL de 

solução de carragenina a 1% na região plantar da pata direita (pata ipsilateral) e, 

imediatamente depois, mediu-se o volume de ambas patas posteriores. O volume 
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das patas injetadas e não-injetadas foram avaliadas 1, 2, 3, 4 e 5 horas após 

administração da solução de carragenina. Os dados obtidos foram transformados em 

% da diferença entre o volume da pata injetada e sua respectiva pata oposta 

(controle) de cada tratamento nos diferentes tempos avaliados, de acordo com a 

fórmula:  

 

 

 

Onde Pi é a pata injetada e Pc a pata controle não-injetada. Somente a 

porcentagem da diferença foi estatisticamente analisada. O protocolo experimental 

deste teste é representado de acordo com o fluxograma (Figura 3) abaixo: 

 

Figura 3 Fluxograma representando o teste da Carragenina 

 

 

4.4.3 Teste do nado forçado 

 

O teste do nado forçado é um modelo animal preditivo da ação de 

antidepressivos e tem sido usado extensivamente no desenvolvimento de novos 

componentes terapêuticos e para a compreensão dos substratos neurais 

envolvidos no comportamento depressivo (CRYAN et al., 2005). No presente 

estudo, empregamos o teste do nado forçado de acordo com o método modificado 
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de Zangen e colaboradores (1997). Neste método, os animais não foram 

submetidos ao pré-teste de 15 minutos em virtude do perfil de tratamento 

subcrônico (3 doses consecutivas) de veneno e fármacos no presente estudo. Para 

realização do teste utilizou-se um recipiente de vidro com capacidade para 2 L 

preenchido com 13 cm de água (aproximadamente 1,6 L) em temperatura ambiente 

(25 ± 2 ºC). O volume de preenchimento foi escolhido de forma a não permitir que o 

camundongo fosse capaz de tocar o fundo do recipiente com a cauda e nem de 

escalar o recipiente. Para a realização do experimento, os camundongos foram pré-

tratados com 3 injeções subcutâneas consecutivas (administração subcrônica) dos 

venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi nos tempos 23.5, 5 e 1 hora antes do 

início do teste. Nesse sentido, cada camundongo recebeu 3 doses consecutivas de 

60, 180 ou 360 µg/ 300 µL. Como controle negativo e positivo, os animais foram 

subcronicamente pré-tratados, respectivamente, com salina (300 µL; s.c no dorso) 

e sertralina (10 mg/Kg; i.p). No momento do teste, o animal foi colocado no centro 

do recipiente com água e os comportamentos exibidos foram filmados durante 6 

minutos. Após o teste os vídeos foram analisados e a duração em minutos da 

exibição dos comportamentos de nado e imobilidade foram contabilizados.  O 

protocolo experimental deste teste é representado de acordo do o fluxograma 

(Figura 4) abaixo: 

 

Figura 4 Fluxograma representando o teste da Carragenina 
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4.4.4 Teste do campo aberto 
 

O teste do campo aberto foi empregado para avaliar se o pré-tratamento com 

o veneno de Rhinella marina e Rhinella jimi alteram a atividade locomotora e o nível 

de ansiedade de camundongos de acordo com Brown e colaboradores (1999). Neste 

teste, observa-se que o comportamento inato de roedores quando expostos à 

ambientes abertos, onde se movimentam livremente ao longo do campo e 

preferencialmente próximo das paredes (tigmotaxia). O aparato de campo aberto 

consiste de uma caixa ladeada com 4 paredes de 72 cm de largura e 36 cm de 

altura. O assoalho da caixa é dividido em dezesseis quadrados semelhantes de 18 

por 18 cm, sendo um dos quadrantes dispostos no centro do campo.  Os testes 

foram realizados em sala sob iluminação com lâmpada fluorescente vermelha de 80 

watts disposta sob o centro do campo à uma altura de 1 m. 

 Para a realização do procedimento, os animais foram pré-tratados com 

injeção subcutânea no dorso de veneno de Rhinella marina ou Rhinella jimi (60, 

180 ou 360 µg / µL) e, após uma hora, colocados individualmente no centro do 

campo. O comportamento exibido pelo animal foi registrado com uma câmera 

filmadora durante 5 minutos. Após esse período, o animal foi retirado do campo e o 

assoalho foi limpo com papel toalha e álcool 70%. Como controle negativo e positivo, 

os animais foram pré-tratados, respectivamente, com salina (300 µL; s.c no dorso) e 

diazepam (2 e 5 mg/Kg; i.p).  

Após os experimentos, os vídeos foram analisados e os seguintes 

comportamentos contabilizados: nº de quadrantes cruzados, nº de entradas no 

quadrante central, nº de comportamento de erigir (rearing), nº de comportamentos de 

avaliação de risco (hesitação) e nº de comportamento de autolimpeza (grooming). 

Para avaliação do nível de atividade locomotora considerou-se a soma do número 

de quadrantes cruzados e do nº  de comportamentos de erigir. O nível de 

ansiedade foi avaliado pelo nº de entradas no quadrante central, nº de 

comportamentos de hesitação, nº de comportamentos de autolimpeza. O protocolo 

experimental deste teste é representado de acordo do o fluxograma (Figura 5) 

abaixo: 
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Figura 5 Fluxograma representando o Teste do Campo Aberto 

 

 

 

 4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

A influência dos diversos tratamentos sobre as variáveis estudadas, em 

função do tempo, foi estatisticamente analisada através de análise multivariada de 

variância de dois fatores com medidas repetidas, quando for o caso, para 

comparar os grupos durante todo o tempo do experimento. Os fatores analisados 

foram: tratamento, tempo e a interação tratamento x tempo. Nos casos em que 

houve diferença estatisticamente significante entre os tratamentos foi realizado 

teste de múltiplas comparações de Tukey. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas no programa estatístico Graphpad Prism 6.07, e o nível de 

significância foi fixado em p < 0,05.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 TESTE DA FORMALINA 
 

Inicialmente, o estudo confirmou que a injeção intraplantar subcutânea de 

formalina à 1% induz resposta nociceptiva bifásica (Figura 6). Foram consideradas 

como resposta nociceptiva à injeção de formalina as respostas comportamentais de 

sacudir, elevar e/ou lamber a pata injetada. O curso temporal da resposta 

nociceptiva apresentou-se de maneira característica, sendo: uma fase inicial de curta 

duração (cerca de 5 minutos de duração) desenvolvida imediatamente após a 

administração da formalina a 1% e uma segunda fase mais duradoura (cerca de 20 

minutos de duração) pós-injeção. Entre a primeira e segunda fase do teste 

observou-se um período de silenciamento comportamental de 10-15 minutos de 

duração. Após a segunda fase, os comportamentos se extinguiram gradualmente até 

sua quase total abolição. Para validar o teste empregamos como controle positivo o 

paracetamol por ser um fármaco que apresenta eficácia analgésica no teste da 

formalina. Nesse sentido, os resultados mostram que a injeção intraperitoneal de 

paracetamol (200mg/kg) reduziu significativamente a resposta comportamental 

nociceptiva tanto na primeira quanto na segunda fase do teste da formalina.  Os 

dados da Figura 6 mostraram significativa diferença quanto ao tratamento (F 1,8 = 

48.88 e P =0,0001), quanto ao tempo (F 11, 88 = 16.62 e P < 0,0001) e significativa 

interação tratamento versus tempo (F 11, 88 = 13,16 e P < 0,0001). 

Os resultados mostram que o pré-tratamento dos camundongos com injeção 

subcutânea de veneno de Rhinella marina reduziu significativamente e de maneira 

dose dependente as duas fases da resposta nociceptiva induzida por injeção 

subcutânea de formalina 1% (Figura 7A, B e C). Na dose de 60 µg/300 µL (figura 

7A), o veneno atenuou significativamente a duração da segunda fase do teste a 

partir do 7º intervalo, mas não alterou significativamente a primeira fase do teste. Na 

dose de 180µg/300µL (Figura 7B), o veneno não atenuou significativamente a 

intensidade da primeira fase e atenuou significativamente a duração e intensidade 

da segunda fase do teste a partir do 7º intervalo. Por fim, na dose de 360 µg/300µL 

(Figura 7C), o veneno atenuou significativamente a intensidade da primeira fase e 

aboliu a segunda fase do teste. Os dados da Figura 7A mostraram significativa 
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diferença quanto ao tratamento (F 3,16 = 42,67 e P < 0,0001), quanto ao tempo (F 11, 

176 = 38,44 e P < 0,0001) e significativa interação tratamento versus tempo (F 33, 176 = 

14.51 e P < 0,0001). Os dados da Figura 7B mostraram significativa diferença 

quanto ao tratamento (F 3, 12 = 34,11 e P < 0,0001), quanto ao tempo (F 11, 44 = 35,49 

e P < 0,0001) e significativa interação tratamento versus tempo (F 33,132 = 12,06 e P 

< 0,0001). Os dados da Figura 7C mostraram significativa diferença quanto ao 

tratamento (F 3, 16 = 37,66 e P < 0,0001), quanto ao tempo (F 11, 176 = 28,31 e P < 

0,0001) e significativa interação tratamento versus tempo (F 33, 176 = 11,30 e P < 

0,0001).  

Os resultados em relação ao pré-tratamento dos camundongos com injeção 

subcutânea de veneno de Rhinella jimi reduziu significativamente as duas fases de 

resposta nociceptiva induzida por injeção subcutânea de formalina 1% (Figura 8A, B 

e C). Na dose de 60 µg/300 µL (Figura 8A), o veneno reduziu a primeira fase e 

atenuou significativamente a duração da segunda fase do teste da formalina a partir 

do 6º intervalo e permaneceu durante quase toda a fase do teste. Nas doses de 180 

µg / 300µL e 360 µg / 300µL (Figura 8B e Figura 8C), o veneno atenuou 

significativamente a intensidade da primeira fase e atenuou significativamente a 

duração e intensidade da segunda fase do teste da formalina. Os dados da Figura 

8A mostraram significativa diferença quanto ao tratamento (F 3,16 = 43,79 e P < 

0,0001), quanto ao tempo (F 11, 176 = 34,10 e P < 0,0001) e significativa interação 

tratamento versus tempo (F 33, 176 = 12,60 e P < 0,0001). Os dados da Figura 8B 

mostraram significativa diferença quanto ao tratamento (F 3, 16 = 45,54 e P < 0,0001), 

quanto ao tempo (F 11, 176 = 34,80 e P < 0,0001) e significativa interação tratamento 

versus tempo (F 33,176 = 13,59 e P < 0,0001). Os dados da Figura 8C mostraram 

significativa diferença quanto ao tratamento (F 3, 16 = 42,92 e P < 0,0001), quanto ao 

tempo (F 11, 176 = 32,42 e P < 0,0001) e significativa interação tratamento versus 

tempo (F 33, 176 = 12,64 e P < 0,0001). 
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Figura 6 Curso temporal da resposta nociceptiva induzida por injeção subcutânea de formalina a 1% 
na pata de animais pré-tratados com salina ou paracetamol (200 mg/Kg). Sal + Sal = pré-tratamento 
com salina (Sal) e injeção subcutânea de salina (Sal) na pata. Sal + For = pré-tratamento com salina 
(Sal) e injeção subcutânea de formalina (For) na pata. Para + For = pré-tratamento com paracetamol 
(Para) e injeção intraplantar de formalina (For). A significância estatística foi fixada em p< 0,05. * 
Diferente dos grupos Sal + Sal. # Diferente dos grupos Sal + For e Sal + Sal. Os dados foram 
representados como média ± EPM de 5 animais 
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Figura 7 Efeitos da administração subcutânea do veneno de Rhinella marina sobre reposta 
nociceptiva no teste da formalina 1%. As figuras (A), (B) e (C) representam as doses 60 (Rm 60), 180 
(Rm 180) e 360 µg/300 µL (Rm 360) de veneno de Rhinella marina, respectivamente. Sal + Sal = pré-
tratamento com salina (Sal) e injeção intraplantar de salina (Sal). Sal + For = pré-tratamento com 
salina (Sal) e injeção intraplantar de formalina (For). Rm + For = pré-tratamento com veneno de 
Rhinella marina (Rm) e injeção intraplantar de formalina (For). Rm + Sal = pré-tratamento com veneno 
de Rhinella marina (Rm) e injeção intraplantar de salina (Sal). A significância estatística foi fixada em 
p < 0,05. Rm = veneno de Rhinella marina; * Diferente do Sal + Sal e Rm+ Sal; # Diferente do Rm + 
For, Rm + Sal e Sal + Sal. Os dados foram representados como média ± EPM de 5 animais. 
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Figura 8 Efeitos da administração subcutânea do veneno de Rhinella jimi em diferentes doses sobre a 
reposta nociceptiva no teste da formalina 1%. As figuras (A), (B) e (C) representam as doses 60 
µg/300 µL (Rj 60), 180 µg/300 µL (Rj 180) e 360 µg/300 µL (Rj 360), respectivamente. Sal + Sal = 
pré-tratamento com salina (Sal) e injeção intraplantar de salina (Sal). Sal + For = pré-tratamento com 
salina (Sal) e injeção intraplantar de formalina (For). Rj + For = pré-tratamento com veneno de 
Rhinella jimi (Rj) e injeção intraplantar de formalina (For). Rj + Sal = pré-tratamento com veneno de 
Rhinella jimi (Rj) e injeção intraplantar de salina (Sal). A significância estatística foi fixada em p < 
0,05. Rj = veneno de Rhinella jimi; * Diferente do Sal + Sal e Rj + Sal; # Diferente do Rj + For, Rj + Sal 
e Sal + Sal. Os dados foram representados como média ± EPM de 5 animais. 
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5.2 TESTE DA CARRAGENINA 
 
 

O presente estudo demonstrou que a injeção subcutânea intraplantar de 

carragenina a 1% induz edema de pata indicado pelo aumento significativo do 

percentual de diferença de volume da pata injetada em comparação à pata controle 

não injetada (Figura 9). A partir da 1ª hora o percentual de aumento de volume da 

pata tratada com carragenina aumentou gradual e significativamente, atingindo pico 

de aumento na 3ª hora pós-injeção, reduzindo gradativamente após a 4ª, quando 

comparado com o controle tratado com salina. Na 5ª hora a diferença dos volumes 

das patas não se diferiram mais dos valores basais. Também foi demonstrado que o 

pré-tratamento com indometacina (6 mg/ Kg / i.p) inibiu o desenvolvimento do edema 

na 1ª e 2ª hora e significativamente reduziu o edema na 3ª e 4ª hora. Os valores 

basais, do tempo 0 e 5 horas pós injeção de carragenina não foram 

significativamente alterados. Os dados da figura 9 foram significativamente 

diferentes quanto ao tratamento (F 2, 8 = 51.3; p < 0,0001), tempo (F 6, 24 = 33.04; p < 

0,0001) e mostraram significativa interação tratamento versus tempo (F 12, 48 = 13.55; 

p < 0,0001).  

Posteriormente, avaliou-se o efeito do pré-tratamento com injeção subcutânea 

no dorso de veneno de Rhinella marina sobre edema de pata induzido pela 

carragenina (Figuras 10 A, B e C). Os resultados mostraram que edema induzido por 

carragenina, representado pelo aumento significativo do percentual de diferença de 

volume da pata injetada em comparação à pata esquerda controle não injetada, foi 

significativamente atenuado pelo pré-tratamento com veneno de Rhinella marina nas 

doses de 180 µg/ 300 µL (Figura 10B) e 360 µg/ 300 µL (Figura 10C), mas não com 

a dose de 60 µg/300µL (Figura 10A). Nas doses de 180 µg/ 300 µL e 360 µg/ 300 µL 

o edema de pata foi significativamente reduzido na 3ª e 4ª hora pós-injeção quando 

comparado com do grupo pré-tratado com salina. Além disso, da dose de 180 µg/ 

300 µL, o volume da pata foi significativamente maior quando comparado com o 

grupo pré-tratado com os grupos controles. Na 5ª hora a diferença dos volumes das 

patas não se diferiram significativamente dos valores basais. Os dados da figura 

10A, 10B e 10C foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F2,8 = 

70.48, 53.81 e 99, respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos), tempo (F6, 24 = 
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36.21, 28.69 e 33.62, respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos) e mostraram 

significativa interação tratamento versus tempo (F12, 48 = 10.72, 11.06 e 11.93, 

respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos).  

Também avaliamos o efeito da injeção subcutânea no dorso de veneno de 

Rhinella jimi sobre o edema de pata induzido pela carragenina (Figuras 11 A, B e C). 

Os resultados mostraram o edema induzido por carragenina foi significativamente 

atenuado pelo pré-tratamento com veneno de Rhinella jimi em todas as doses 

testadas. Na dose de 60 µg/ 300 µL (Figura 11A), o veneno bloqueou o aumento do 

volume da pata entre a 1ª e 2ª hora e atenuou significativamente o edema entre a 3ª 

e 4ª hora após administração de carragenina quando comparado com o grupo pré-

tratado com salina. Na dose de 180 µg/ 300 µL (Figura 11B) e 360 µg/ 300 µL 

(Figura 11C) o edema foi atenuado significativamente entre 3ª e 4ª sem alterar 

significativamente o aumento do volume na 1ª e 2ª hora pós injeção de carragenina 

quando comparado com o grupo pré-tratado com salina. Os dados da figura 11A, 

11B e 11C foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F2, 8 = 35.33, 

130.3 e 105.1, respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos), tempo (F6, 24 = 

30.15, 50.97 e 59.69, respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos) e mostraram 

significativa interação tratamento versus tempo (F12, 48 = 11.40, 9.21 e 8.24, 

respectivamente; p < 0,0001 em todos os casos).  
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Figura 9 Curso temporal do edema de pata induzido pela injeção subcutânea intraplantar de 
carragenina (Car) a 1% em animais pré-tratados com indometacina (Indo; 6 mg/Kg). Os dados são 
representados como média ± EPM da porcentagem (%) de diferença entre a pata injetada com 
carragenina ou salina e sua respectiva pata controle não injetada. Sal + Sal = pré-tratamento com 
salina e injeção intraplantar de salina. Sal + Car = pré-tratamento com salina e injeção intraplantar de 
carragenina. Indo + Car = pré-tratamento com indometacina e injeção intraplantar de carragenina. A 
significância estatística foi fixada em p< 0,05. * Diferente dos grupos Sal + Sal. # Diferente dos grupos 
Indo + Car e Sal + Sal. 
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Figura 10 Efeito do veneno de Rhinella marina sobre o edema de pata induzido por injeção 
intraplantar de carragenina a 1%. O veneno de Rhinella marina foi administrado nas doses de 
60µg/300µL (A), 180µg/300µL (B) e 360µg/300µL (C). Os dados são representados como média ± 
EPM da porcentagem (%) da diferença entre a pata injetada e sua respectiva pata não injetada. Sal + 
Sal = pré-tratamento com salina e injeção intraplantar com salina. Sal + Car = pré-tratamento com 
salina e injeção intraplantar de carragenina. Rm + Car = pré-tratamento com veneno de Rhinella jimi e 
injeção intraplantar de carragenina. A significância estatística foi fixada em p< 0,05. * Diferente dos 
grupos Sal + Sal. # Diferente dos grupos Rm + Car e Sal + Sal. 
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Figura 11 Efeito do veneno de Rhinella jimi sobre o edema de pata induzido por injeção intraplantar 
de carragenina a 1%. O veneno de Rhinella jimi foi administrado nas doses de 60µg/300µL (A), 
180µg/300µL (B) e 360µg/300µL (C). Os dados são representados como média ± EPM da 
porcentagem (%) de diferença entre a pata injetada e sua respectiva pata não injetada. Sal + Sal = 
pré-tratamento com salina e injeção intraplantar de salina. Sal + Car = pré-tratamento com salina e 
injeção intraplantar de carragenina. Rm + Car = pré-tratamento com veneno de Rhinella jimi e injeção 
intraplantar de carragenina. A significância estatística foi fixada em p< 0,05. * Diferente dos grupos 
Sal + Sal. # Diferente dos grupos Rj + Car e Sal + Sal 
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5.3 TESTE DO NADO FORÇADO 
 

No presente estudo avaliamos o efeito do pré-tratamento subcrônico (3 

administrações consecutivas) com injeção subcutânea dorsal de veneno de Rhinella 

marina e Rhinella jimi sobre o comportamento de nado e imobilidade no teste do 

nado forçado. Inicialmente mostramos que os animais pré-tratados subcronicamente 

com solução salina e submetidos ao nado forçado exibiram comportamento de 

imobilidade e nado com duração total 174 e 169 segundos, respectivamente (Figura 

12A, 12B, 13A e 13B). Também avaliamos o efeito do pré-tratamento subcrônico 

com sertralina (10 mg/ Kg; figuras 12A, 12B, 13A e 13B), um antidepressivo da classe 

dos inibidores seletivos da receptação de serotonina. Os resultados mostraram que a 

sertralina diminui a duração da imobilidade (105 segundos) e aumentou a duração do 

nado (236 segundos) quando comparada com o grupo controle salina. 

Os resultados também mostram que a injeção subcutânea dorsal de veneno 

de Rhinella marina aumentou o tempo de imobilidade (figura 12A) e reduziu o tempo 

de nado (figura 12B) de maneira significativa nas doses de 180 e 360 µg/ 300 µL, 

mas não na dose de 60 µg/ 300 µL, quando comparados com o grupo tratado com 

solução salina. Nas doses de 60, 180 e 360 µg/ 300 µL o tempo de imobilidade foi 

respectivamente 194, 223 e 245 segundos e o tempo de nado foram 147, 123 e 105 

segundos respectivamente. Já o tratamento subcrônico com o veneno de Rhinella 

jimi (Figura 13A e 13B) não apresentou alterações significativas no tempo de 

imobilidade e de nado em nenhuma das doses testadas. Nas doses de 60, 180 e 360 

µg/ 300 µL o tempo de imobilidade foi respectivamente 190, 182, 214 segundos e o 

tempo de nado foram 164, 173 e 138 segundos respectivamente. Os dados da figura 

12A e 12B foram significativamente diferentes quanto ao tratamento (F4, 20 = 24,77 e 

23,92, respectivamente; p < 0,0001 para ambos casos). Os dados da Figura 13A e 

13B não mostraram significativa diferença quanto ao tratamento (F4,20 =14,86 e 

11,21 respectivamente; p < 0,0001 para ambos casos). 
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Figura 12 Efeitos do pré-tratamento com veneno de Rhinella marina sobre o tempo de imobilidade (A) 
e nado (B) de camundongos expostos ao teste do nado forçado. Os dados foram representados como 
média ± EPM de 5 animais. A significância estatística foi fixada em p< 0,05. Rm = veneno de Rhinella 
marina. * Diferente do grupo salina. 
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Figura 13 Efeitos do pré-tratamento com veneno de Rhinella jimi sobre o tempo de imobilidade (A) e 
nado (B) de camundongos expostos ao teste do nado forçado. Os dados foram representados como 
média ± EPM de 5 animais. A significância estatística foi fixada em p< 0,05. Rj = Veneno de Rhinella 
jimi; * Diferente do grupo salina. 
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5.4 TESTE DO CAMPO ABERTO 
 

O teste do campo aberto foi empregado como modelo para avaliar se os 

venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi alteram a atividade locomotora e/ou 

alteram os comportamentos associados ao nível de ansiedade dos animais. Dessa 

forma, os resultados mostraram que no teste do campo aberto a administração 

subcutânea de veneno de Rhinella marina e Rhinella jimi não altera 

significativamente a atividade locomotora em nenhuma das doses testadas quando 

comparado ao grupo controle salina (Figura 14A e Figura 14B). Como controle 

positivo o estudo também avaliou o efeito do diazepam na dose 0,06 mg/ ml, a qual 

produz efeito ansiolítico, e na dose 0,15 mg/ ml, a qual produz efeito sedativo (Figura 

14). Os resultados mostram que o diazepam reduziu significativamente a atividade 

locomotora na dose 0,15 mg/ ml, mas não na dose 0,06 mg/ ml. Os dados da figura 

14A foram diferentes quanto ao tratamento (F5, 24 = 4,46 e p = 0,005). Os dados da 

figura 14B não foram diferentes quanto ao tratamento (F5, 24 = 2,64 e p = 0,092).  

O estudo também avaliou o efeito do veneno de Rhinella marina e Rhinella jimi 

sobre a atividade exploratória, comportamento de hesitação e comportamento de 

autolimpeza, os quais estão associados ao nível de ansiedade dos animais. Os 

resultados mostraram que o veneno de ambas espécies não alterou 

significativamente a atividade exploratória (Figura 15A 15B), comportamentos de 

hesitação (Figura 16A e 16B) e comportamentos de autolimpeza (Figura 17A e 17B). 

Os dados da figura 15A foram diferentes quanto ao tratamento. Os dados da figura 

15B não foram diferentes quanto ao tratamento (F5, 24 =1,65 e p = 0,19). Os dados 

da Figura 16A não foram diferentes quanto ao tratamento (F5, 24 = 1,279 e p = 

0,3053). Os dados da figura 16B não foram diferentes quanto ao tratamento (F5, 24 = 

1,417 e p = 0,2538). Os dados da Figura 17A não foram diferentes quanto ao 

tratamento (F5, 24 = 0,96 e p = 0,4628).  Os dados da figura 17B não foram diferentes 

quanto ao tratamento (F5, 24 = 0,6286 e p = 0,6797).  
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Figura 14 Efeito dos venenos de Rhinella marina (A) e de Rhinella jimi (B) sobre a atividade 
locomotora (nº de quadrantes cruzados + elevação) de camundongos expostos ao teste do campo 
aberto. Os venenos de Rhinella marina (Rm) e de Rhinella jimi (Rj) foram administrados nas doses de 
60, 180 e 360 µg / 300 µl (s.c. no dorso). O diazepam (Dia) foi administrado nas doses de 2 e 5 mg / 
Kg. Os dados foram apresentados como média ± EPM de 5 animais. A significância estatística foi 
fixada em p < 0,05. * diferente do grupo salina (Sal). 
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Figura 15 Efeito dos venenos de Rhinella marina (A) e de Rhinella jimi (B) sobre a atividade 
exploratória (nº de entradas quadrante central) de camundongos expostos ao teste do campo aberto. 
Os venenos de Rhinella marina (Rm) e de Rhinella jimi (Rj) foram administrados nas doses de 60, 
180 e 360 µg / 300 µl (s.c. no dorso).  O diazepam (Dia) foi administrado nas doses de 2 e 5 mg / Kg. 
Os dados foram apresentados como média ± EPM de 5 animais. Sal = salina. 
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Figura 16 Efeito dos venenos de Rhinella marina (A) e de Rhinella jimi (B) sobre o nº de 
comportamentos de hesitação exibidos por camundongos expostos ao teste do campo aberto. Os 
venenos de Rhinella marina (Rm) e de Rhinella jimi (Rj) foram administrados nas doses de 60, 180 e 
360 µg / 300 µl (s.c. no dorso). O diazepam (Dia) foi administrado nas doses de 2 e 5 mg / Kg. Os 
dados foram apresentados como média ± EPM de 5 animais. Sal = salina. 
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Figura 17 Efeito dos venenos de Rhinella marina (A) e de Rhinella jimi (B) sobre o nº de 
comportamentos de autolimpeza exibidos por camundongos expostos ao teste do campo aberto. Os 
venenos de Rhinella marina (Rm) e de Rhinella jimi (Rj) foram administrados nas doses de 60, 180 e 
360 µg / 300 µl (s.c. no dorso). O diazepam (Dia) foi administrado nas doses de 2 e 5 mg / Kg. Os 
dados foram apresentados como média ± EPM de 5 animais. Sal = salina. 
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6 DISCUSSÃO 
 

No presente estudo demonstramos que o veneno de Rhinella marina e de 

Rhinella jimi atenuam significativamente tanto a 1ª fase (fase neurogênica) quanto a 

2ª fase (fase inflamatória) da resposta nociceptiva induzida pela injeção intraplantar 

de formalina a 1%. Além disso, o efeito antinociceptivo observado dos venenos 

provavelmente não resultou de sedação ou efeito no sistema motor uma vez que 

nenhum dos venenos alterou significativamente a atividade locomotora e 

exploratória no teste do campo aberto. Esses resultados corroboram evidências 

prévias mostrando que venenos de anuros bufonídeos apresentam atividade 

antinociceptiva (CARVALHO, 2009; WANG, et al,1994; ZHANG, et al, 1998). Além 

disso, o perfil de resposta antinociceptiva do veneno de ambas espécies mostrou 

similaridade ao perfil observado com o tratamento com paracetamol, o qual também 

reduziu ambas fases do teste da formalina. O paracetamol é um fármaco anti-

inflamatório fraco (HUNSKAAR; HOLE, 1986) e possui discreta ação inibitória sobre 

a síntese de prostaglandinas (PG) na periferia (FLOWER; VANE, 1972). De fato, 

drogas analgésicas (de ação central) e anti-inflamatórias podem apresentar ações 

distintas sobre as fases do teste da formalina. Drogas analgésicas como a morfina e 

o paracetamol atenuam ambas fases do teste da formalina enquanto que drogas 

anti-inflamatórias como a indometacina, que atuam predominantemente na inibição 

da ciclooxigenase (COX), tem ação somente sobre a 2ª fase do teste (CHEN, et al, 

1995; TJØLSEN et al, 1992; HUNSKAAR; HOLE, 1986). De acordo com Hunskaar e 

Hole (1986), o efeito antinociceptivo do paracetamol na 1ª fase do teste da formalina 

deve-se à sua ação sobre a COX-3 no sistema nervoso central que 

consequentemente leva à inibição da síntese de prostaglandina E2 (PGE2; 

FELDBERG; GUPTA, 1999) além de modular o sistema opióide (MAREK; 

AGHAJANIAN, 1998; RUGGIERI et al., 2008), canabinóide (HÖGESTÄTT, et al. 

2005; DANI et al., 2007) e serotoninérgico (PELISSIER et al., 1996; PINI et al., 

1996). Por outro lado, o efeito periférico do paracetamol durante a 2ª fase do teste 

da formalina pode envolver inibição, mesmo que discreta, da COX-1 e 2 

(AMINOSHARIAE; KHAN, 2015). Portanto, os resultados indicam claramente que os 

venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi empregados no estudo produzem efeito 

antinociceptivo que pode envolver tanto mecanismos centrais quanto periféricos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aminoshariae%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25732401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25732401
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Porém, os mecanismos da antinocicepção dos venenos testados no presente estudo 

somente poderão ser elucidados com futuros estudos adicionais empregando 

antagonistas farmacológicos dos principais neurotransmissores envolvidos com a 

modulação central da nocicepção bem como da quantificação dos principais 

mediadores periféricos da inflamação tais como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 e PGE2. 

No presente estudo também foi demonstrado que o edema de pata induzido 

por injeção intraplantar de carragenina a 1% foi significativamente atenuado pelos 

venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi. Ambos venenos não inibiram 

principalmente a intensidade sem interferir significativamente no desenvolvimento do 

edema. Além disso, o efeito antiedematogênico (anti-inflamatório) de ambos 

venenos foi menos intenso em comparação ao da indometacina, a qual atenuou 

significativamente tanto a intensidade e duração do edema induzido por carragenina. 

Diversos autores dividem a resposta inflamatória induzida por carragenina em 3 

fases distintas, de acordo com o perfil de mediadores inflamatórios liberados ao 

longo de tempo (DI ROSA et al., 1971). Assim, a primeira fase se desenvolve até 90 

minutos após a injeção intraplantar de carragenina e envolve a liberação simultânea 

de histamina e serotonina, que são mediadores inflamatórios responsáveis pelo 

aumento inicial da permeabilidade vascular. A segunda fase, que se desenvolve 

entre 90-150 minutos após a injeção de carragenina, é principalmente mediada pela 

liberação de cininas, tal como a bradicinina, e está associada com o pico do edema 

de pata. E a terceira fase, ou fase tardia, que se desenvolve ente 150 e 360 minutos 

após a injeção de carragenina e é principalmente mediada por PGE2 (DI ROSA et 

al., 1971; TEXEIRA et al., 2006). No presente estudo, observou-se que o veneno de 

Rhinella marina atenuou principalmente na 3ª fase enquanto que o veneno Rhinella 

jimi atenuou a partir da 2ª fase de desenvolvimento do edema induzido por 

carragenina. Portanto, é possível sugerir que o efeito anti-inflamatório do veneno de 

Rhinella marina está associada à interferência da ação de mediadores pró-

inflamatórios da 3ª fase, tal como a PGE2, enquanto que o efeito anti-inflamatório do 

veneno de Rhinella jimi envolve a interferência de mediadores da 2º fase, tal como a 

bradicinina, além da PGE2.  

O presente estudo também mostrou que o veneno de Rhinella marina, mas 

não o veneno de Rhinella jimi, significativamente aumentou o tempo de imobilidade 

e reduziu o tempo de nado nos animais submetidos ao teste do nado forçado. Este 
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efeito foi observado nas doses de 180 e 360 µg / 300 µl, mas não na dose de 60 µg / 

300 µl. Tal efeito foi oposto ao observado por drogas com ação antidepressiva tal 

como a sertralina (10 mg/Kg), caracterizado pela diminuição do tempo de 

imobilidade como demonstrado no presente estudo e em evidências prévias (DETKE 

et al., 1995). O teste do nado forçado, desenvolvido previamente por Porsolt e 

colaboradores (1977), caracteriza-se por induzir estresse comportamental, de forma 

a provocar alteração comportamental típica de imobilidade nos animais após um 

período de atividade vigorosa e tentativa de fuga (PORSOLT et al., 1977; 

PORSOLT, 1979). Evidências mostram que substâncias com atividade 

antidepressiva em humanos, tal como a sertralina, normalmente reduzem 

significativamente o tempo de imobilidade neste modelo, (PORSOLT et al., 1977; 

PORSOLT, 1979) por mecanismos que envolvem dessensibilização de auto 

receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1A (GRAEFF, 1993; GRAEFF et al, 1996). 

Dessa forma, uma possível hipótese para o efeito observado com o veneno de 

Rhinella marina seria o aumento da expressão de auto receptores serotoninérgicos 

do tipo 5-HT1A, o que explicaria o aumento no tempo de imobilidade. Além disso, 

Noda e colaboradores (2000) associaram o efeito de drogas que potencializam a 

imobilidade no teste do nado forçado, tal como a fenciclidina (PCP), ao 

desenvolvimento de sintomas negativos da esquizofrenia. Além disso, esses autores 

mostraram que o aumento da imobilidade induzido pelo PCP no teste do nado 

forçado é bloqueado pela clozapina, risperidona e olanzapina, que são fármacos 

antagonistas de receptores serotoninérgicos e dopaminérgicos.  Outra possibilidade 

seria de que veneno de Rhinella marina ative mecanismos indutores de sono (GARG 

et al, 2007) o que potencializaria a imobilidade resultante de exposição a situações 

de estresse inescapável como ocorre no teste do nado forçado. No entanto, o efeito 

potencializador da imobilidade do nado induzido pelo veneno de Rhinella marina 

aparentemente não de efeito sedativo já que, como previamente relatado, a 

atividade locomotora e exploratória não foi significativamente alterada nos animais 

tratados com este veneno.  

Por fim, no presente estudo mostrou-se que o pré-tratamento com os venenos 

de Rhinella marina e Rhinella jimi não alteram significativamente a atividade 

locomotora e os comportamentos associados ao nível de ansiedade no teste do 

campo aberto, quando comparados com o grupo controle tratado com salina. A 
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ausência de efeito sobre a atividade locomotora reforça a proposição de que os 

efeitos antinociceptivos e alterações no teste do nado forçado não estão associados 

à efeitos sedativos ou de prejuízo locomotor, tal como é observado com o diazepam, 

uma droga da classe dos benzodiazepínicos, quando utilizado na dose de 5 mg/Kg. 

Evidências mostram que o diazepam em doses acima de 5 mg / Kg, o produz 

significativa sedação (CRAWLEY; DAVIS, 1982), corroborando com os resultados do 

presente estudo. Por outro lado, o diazepam administrada na dose de 2 mg / Kg, 

uma dose considerada ter com alto efeito ansiolítico e baixo efeito sedativo, não 

alterou a atividade exploratória, comportamento de hesitação e de autolimpeza, a 

qual são considerados parâmetros indicadores de grau de ansiedade (BROWN et 

al., 1999; CHOLERIS et al, 2001). Ao contrário dos nossos resultados, evidências 

mostram que na dose de 2 mg / Kg o diazepam induz significativa hiperlocomoção, a 

qual é considerada um aumento da atividade exploratória e ansiedade reduzida 

(KASH et al., 1999; SHIMADA et al., 1995).  Estas inconsistências detectadas 

podem estar relacionadas à sensibilidade da linhagem de camundongo empregada 

em nosso estudo. De acordo com Crawley e colaboradores (1997), diferentes 

linhagens, inclusive variações de camundongos suíços, possuem graus de respostas 

quando expostos ao teste do campo aberto, o que poderia implicar em respostas 

diferentes aos ansiolíticos. Além disso, o teste do campo aberto pode apresentar 

menor sensibilidade para detectar efeitos ansiolíticos quando comparados a outros 

modelos como o teste do labirinto em cruz elevado, um modelo reconhecido pela 

sua sensibilidade à tais efeitos (BOERGNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGNI, 

2000). Outra provável explicação para tais incoerências pode estar relacionada às 

condições ambientais tal como ruído externo, nível de iluminação ambiental e 

intensidade e tipo de manipulação prévia feita pelos cuidadores do biotério que 

forneceu os animais para o estudo. Nesse sentido, com base nas informações 

apresentadas e com base nos resultados do estudo não é possível concluir 

satisfatoriamente que os venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi não possuem 

efeito sobre o nível de ansiedade, principalmente pelo fato de não termos tido efeitos 

adequados com o diazepam, empregado como controle positivo de fármaco 

ansiolítico. Portanto, será necessário empregar modelos experimentais mais 

sensíveis na detecção de efeitos sobre o nível de ansiedade, tal como o teste do 
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labirinto em cruz elevado, além de garantir que fatores ambientais sejam melhores 

controlados. 

É importante destacar que o presente estudo teve caráter preliminar e uma de 

suas principais limitações está na utilização de venenos na sua forma bruta. A 

composição química complexa dos venenos de bufonídeos levanta a possibilidade 

de diversos candidatos aos efeitos biológicos observados no estudo tornando-se 

necessário o isolamento e caracterização química para a completa elucidação das 

características farmacodinâmicas e farmacocinéticas das moléculas ativas do 

veneno. Estudos indicam que o veneno de Rhinella marina é composto 

principalmente por 2 grupos de substâncias: aminas biogênicas (bufotenina, 

dehidrobufotenina, N-metil-serotonina e serotonina) e bufadienolídeos esteroides 

(marinobufagina, telocinobufagina, bufanina, helebregenina e resinobufagina) 

(FERREIRA, et al, 2013; MAILHO-FONTANA, et al, 2013). Já o veneno de Rhinella 

jimi parece ser composto principalmente por telocinobufagina, helebregenina e 

outros componentes esteroidais (TEMPONE et al., 2008; VITOR, 2009). No entanto, 

é consenso que os anuros bufonídeos compartilham grande parte de sua 

composição química entre suas espécies, diferenciando principalmente na 

concentração de seus constituintes químicos em decorrência de fatores como 

hábitos alimentares e características ambientais onde vivem (FLIER et al, 1980; MA 

et al., 2009; YANG et al., 2015; SCHWARTZ et al, 2007, CLARKE, 1997).  Portanto,  

é possível que o efeito biológico dos venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi 

decorra de substâncias semelhantes, diferindo apenas na sua concentração. Em 

conclusão, conjunto de resultados contribuem para o avanço na fronteira do 

conhecimento sobre os efeitos biológicos desencadeados por veneno de Rhinella 

marina e Rhinella jimi e sinalizam para potencialidade de exploração biotecnológica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que: 

 

 Os venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi possuem atividade 

antinociceptiva no teste da formalina a 1%; 

 Os venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi possuem atividade anti-

inflamatória no teste da carragenina a 1%; 

 Os venenos de Rhinella marina, mas não de Rhinella jimi, potencializa a 

duração da imobilidade comportamental no teste do nado forçado; 

 Os venenos de Rhinella marina e Rhinella jimi não alteram a atividade 

locomotora e não alteram os comportamentos associados ao nível de 

ansiedade quando avaliada no teste do campo aberto. 
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