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A peconha de Bothrops jararaca (BjV) causa dor intensa e prolongada que néo € revertida pelo
antiveneno. Dessa forma, mediadores lipidicos pro-resolucdo (MLPRs), como a Maresina 2
(MaR2), se torna uma abordagem promissora em casos de acidentes ofidicos envolvendo esta
serpente. Inicialmente, camundongos Swiss fémeas de 20-25¢g foram estimulados com 3 doses de
BjV (0.01, 0.1 e 1 pg/i.pl.). A hiperalgesia mecanica e térmica foi avaliada nos tempos 0, 1,3, 5 e
7 horas ap0s o estimulo e, diariamente pelos proximos quatro dias. A dose de 1 pg/pata de BjV foi
selecionada para 0s seguintes experimentos. Posteriormente, os animais foram tratados com 3
doses de MaR2 (0.3ng, 1ng e 3ng/animal, i.p.), 30 minutos antes do estimulo com BjV e através
dos mesmos testes, a dose de 3ng foi selecionada para os seguintes experimentos. O teste de
instabilidade foi avaliado através do Static Weight Bearing (SWB) nos mesmos tempos apontados
anteriormente. Os animais foram eutanasiados ap6s a 72 hora para a coleta de tecido plantar e
realizados os ensaios de atividade da mieloperoxidase (MPO), producdo do anion superoxido
(NBT) e propriedades antioxidantes totais (ensaio ABTS) por meio de técnicas colorimétricas,
além da avaliacdo imunoenzimatica por ELISA dos niveis de citocinas (CEUA n° 103/2021). Com
base nos testes de hiperalgesia térmica e mecanica, a dose de 1 pg/pata do estimulo com BjV e a
dose de 3ng de MaR2 para o tratamento foram selecionados para os seguintes experimentos. O pré-
tratamento se demonstrou eficiente no retorno da distribuicdo de peso entre as patas traseiras, foi
capaz de reduzir o infiltrado de neutrdfilos, estresse oxidativo e niveis de citocinas pro-
inflamatorias apds estimulo com BjV. Os resultados demonstram o potencial terapéutico da MaR2
no contexto de acidentes ofidicos, particularmente aqueles envolvendo o veneno de Bothrops
jararaca.
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Introducdo. Serpentes do género Bothrops jararaca pertencem a familia Viperidae do género
Bothrops e apresentam como caracteristicas uma cabeca triangular, corpo robusto e cauda curta,
além disso, a coloracdo destes animais variam entre tons de marrom, cinza e verde (Instituto
Butantan, 2022). A peconha de Bothrops jararaca (BjV) é constituida por diversos peptideos e
proteinas com propriedades farmacologicamente ativas que desencadeiam uma reacao inflamatéria
significativa no local da picada, muitas vezes resultando em rubor, edema e dor intensa, sinais
cardinais caracteristicos da inflamacdo aguda. A dor é um dos sinais clinicos mais comuns da
inflamacédo, sendo altamente relatado nos acidentes ofidicos envolvendo a Bothrops jararaca
(Abbas, Pillai e Lichtman, 2019; Ferraz et al., 2021). Neste contexto, o sintoma de dor pode resultar
tanto da ativacdo neuronal direta pelo estimulo quanto da interacdo neuroimune decorrente da
ativacdo da resposta inflamatdria (Abbas, Pillai e Lichtman, 2019). Assim, tratamentos que
apresentem potenciais antiinflamatorios, antioxidantes e analgésicos podem contribuir para a
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manutencdo da integridade tecidual e limitacdo de sinais e sintomas decorrentes de acidentes
ofidicos envolvendo a B. jararaca, por exemplo.

Evidéncias demonstraram que os Mediadores Lipidicos Pro-resolucdo Especializados
(MLPRs) orquestram ativamente o processo de resolucéo da inflamacéo (Serhan et al., 2014). Esta
nova classe de mediadores lipidicos € derivada da transformacao dos acidos graxos essenciais do
0mega-3 como o cido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaenodico (DHA) e Gmega 6 como
o0 acido araquidénico (AA), em mediadores lipidicos pré-resolucao — subdivididos nas familias das
resolvinas, protectinas e maresinas (Fig.1).

Figura 1. Vias biossintéticas dos mediadores lipidicos pro-resolucéo especializados (MLPRS).
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Fonte: Adaptado de Yasukawa et al., 2020.

Sendo um membro da quarta familia dos MLPRs, a Maresina 2 (MaR2) é produzida por
macrofagos a partir do DHA e foi evidenciada e reconhecida por possuir capacidades anti-
inflamatérias, analgésicas e pro-resolutivas (Dengue et al., 2014); se mostrando uma abordagem
farmacoldgica adicional a ser investigada para aprimorar o gerenciamento das reacdes locais
associadas aos envenenamentos.

Materiais e métodos. Para este trabalho foram utilizados camundongos Swiss fémeas de 20-25g
e todos os protocolos experimentais (Fig. 2) foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA n° 103/2021). Primeiramente, foi delineada
uma curva de dose-resposta para determinacdo da dose de BjV mais eficiente para inducdo do
modelo, assim, os animais foram estimulados com 3 doses de BjV (0.01, 0.1 e 1 pg/i.pl.). A
hiperalgesia mecanica foi avaliada pela versdo eletrdnica do método dos Filamentos de VVon Frey
e a hiperalgesia térmica foi avaliada pelo metodo de Placa Quente aquecida a uma temperatura de
52°C + 1°C no tempo 0 (basal), e nos intervalos de 1, 3, 5 e 7 horas ap6s o estimulo com BjV, e
diariamente pelos proximos quatro dias. A dose de 1 ug/pata de BjV foi eleita para os seguintes
experimentos. Em seguida, para determinar a melhor dose do tratamento, os animais foram tratados
com 3 doses de MaR2 (0.3ng, 1ng e 3ng/animal, i.p.), 30 minutos antes do estimulo com BjV e
através dos testes de hiperalgesia mecanica e térmica a dose de 3ng foi selecionada para 0s
seguintes experimentos. Buscou-se avaliar através do SWB a distribuicdo de peso entre as patas
traseiras ap6s o tratamento com 3ng de MaR2 no tempo 0 (basal), e nos intervalos de 1, 3,5¢e 7



horas apds o estimulo com BjV, e diariamente pelos proximos quatro dias. Para avaliar possiveis
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do pré-tratamento com MaR2, os animais foram
eutanasiados e o tecido plantar foi coletado 7 horas apds o estimulo com BjV e foram realizados
ensaios colorimétricos de MPO, NBT e ABTS, bem como, a quantificacdo de citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1p e IL-6 por meio do ensaio imunoenzimatico ELISA sanduiche.

Figura 2. Protocolo Experimental
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Resultados e discussdo. Baseando-se nos testes de hiperalgesia mecénica e térmica a dose de
1ug/pata foi selecionada para investigar os efeitos analgésicos do tratamento com MaR2. Através
do tratamento com MaR2 nas doses de 0.3, 1 ou 3ng/i.pl., 30 minutos antes do estimulo com BjV
os testes de hiperalgesia mecénica e térmica foram conduzidos. O grupo salina apresentou auséncia
de hiperalgesia nos testes de VVon Frey e placa quente. O BjV induziu hiperalgesia mecanica em
todos os momentos observados, enquanto a hiperalgesia térmica esteve presente até a 7% hora. Em
relacdo ao tratamento, a dose de 1ng de MaR2 reduziu a hiperalgesia mecanica até o primeiro dia,
enquanto a dose de 3ng foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecénica (38,54%) e prolongar esse
efeito até o segundo dia de medicdo. A hiperalgesia térmica foi reduzida até a 72 hora (25,21%).
Portanto, a dose de 3ng foi selecionada para 0s seguintes experimentos.

Com o objetivo de avaliar a dor espontanea, mudancas na distribuicdo de peso das patas
traseiras foram observadas através do SWB. O estimulo com BjV faz com que os animais
apresentem dor e, consequentemente, a distribuicdo de peso entre as duas patas traseiras se torna
desigual, sendo o peso aplicado na pata sem dor. Este padrdo pode ser observado da 12 até a 72 hora
apos o estimulo, enquanto o grupo previamente tratado com MaR2 foi capaz de tornar esta
distribuicdo mais igualitaria a partir da 32 hora (34,75%), indicando em conjunto com os resultados
anteriores seu papel analgésico.

Nos estagios iniciais da resposta inflamatéria aguda, leucdcitos polimorfonucleares
(PMNs), essencialmente neutrofilos, sdo recrutados. PMNSs no tecido inflamado podem intensificar
a resposta inflamatoria, além de contribuirem para o dano tecidual através da acao de suas enzimas
proteoliticas e producdo de radicais livres (Abbas, Pillai e Lichtman, 2019). O estimulo com BjV
causou um aumento no recrutamento de neutrofilos para o tecido plantar, conforme revelado pela
quantificacdo indireta dessas células através da presenca da enzima mieloperoxidase (MPO), a
elevacdo da producéo do anion superoxido e a reducao de antioxidantes totais. Além disso, houve
um aumento nos niveis das citocinas pro-inflamatdrias. O tratamento com MaR2 por outro lado,
foi capaz de reduzir o recrutamento de neutrofilos (42,72%) e inibiu a produgdo de anion
superdxido (34,58%). Além disso, houve aumento nos niveis totais de antioxidantes (29,56%) e a
reducdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-o (100%), IL-1B (59,39%) e IL-6 (55,73%),
indicando em conjunto, os efeitos anti-inflamatorios do pré-tratamento com 3ng de MaR2.



Concluséo. Pela primeira vez, evidenciamos que o pré-tratamento com MaR2 reduz eficazmente
efeitos caracteristicos dos acidentes ofidicos envolvendo a Bothrops jararaca como a migracéo de
leucdcitos, a producdo de espécies reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatorias, ao mesmo
tempo em que fortalece as defesas antioxidantes. Assim, a MaR2 se mostra uma op¢do promissora
para o tratamento de condi¢des inflamatorias e dolorosas associadas a picadas de serpentes, abrindo
novas possibilidades para futuras intervengoes terapéuticas para esse problema critico de saude.
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