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FATOR ISOLADO DO VENENO DO Bufo paracnemis NA
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RESUMO

A pele dos anfibios é responsavel por varias funcgbes vitais. Ela é
responsavel pela producdo de uma diversidade de substéncias com varios
efeitos farmacologicos tais como, aminas biogénicas, alcaldides, esterdides,
proteinas e peptidios. Neste estudo foi isolado do veneno das glandulas
parotdides do Bufo paracnemis um fator com potente atividade anestésica
local. O veneno extraido foi dissolvido em etanol (100%) e mantido a 4°C
durante toda a noite. A mistura foi centrifugada a 5000 g e o precipitado foi
descartado. O sobrenadante foi fracionado em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), utilizando um sistema isocratico de eluicdo com
acetonitrila a 40%. O pico que apresentou atividade anestésica local foi
utilizado nos ensaios farmacolégicos de estimulacdo da polpa dentéria. O
peso molecular do fator utilizado é 402 Da. Sua estrutura parcial indica
pertencer ao grupo dos esterdides, da familia das bufogeninas. A DL50 pela
injecdo intravenosa do fator purificado em camundongos (30 mg/kg) é maior
gue a da lidocaina (18.8 mg/kg) e bupivacaina (7.9 mg/kg), demostrando a
menor toxicidez aguda deste fator.

No teste de estimulacdo da polpa dentaria o fator nas concentracdes de
0,25% e 0,5% apresentou maior poténcia no entanto, duragdo anestésica
semelhante a bupivacaina nas mesmas concentragfes, respectivamente. O
fator nas concentracdes de 0,25% e 0,5% apresentou maior poténcia e
duracdo de acdo que a lidocaina nas concentracbes de 1% e 2%,
respectivamente. [Essa substdncia toma-se, entdo, promissora como
instrumento de pesquisa de uma nova classe de anestésicos locais para 0 uso
clinico em odontologia.



A STUDY OF THE LOCAL ANESTHETIC ACTIVITY OF A
FACTORISOLATED FROM A Bufo paracnemis VENOM ON
RABBITS TOOTH PULP

SOLANE FERNANDES FREITAS. Supervisor: Krishnamurti

de Moraes Carvalho. Master’s Dissertation. Course of Post-

graduation in Pharmacology. Department of Physiology and
Pharmacology, UFC, 2001.

ABSTRACT

Amphibian skin has a lot of vital functions. It is responsible for the
production of a lot of substances, with several pharmacological effects, such
as biogenic amines, alcaloids, steroids, proteins and peptides. In this study, it
was isolated from the parotoid glands of Bufo paracnemis a factor with
potent local anesthetic activity. The venom extract was dissolved in ethanol
(100%) and it was kept overnight at 4°C overnight. The mixture was
centrifugated at 5000 g and the pellet was descarded. The supernatant was
fractionated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) using a
isocratic sistem with acetonitrile at 40%. The peak that presented local
anesthetic activity was used in pharmacological studies of tooth pulp
stimulation. The molecular weight of the factor is 402 Da. Its parcial
structure seems at steroids group of the bufogenin family. DL50 by
intravenous administration in mice of the factor (30 mg/kg) is greater than
that of lidocaine (18.8 mg/ kg) and that of bupivacaine (7.9 mg/kg), showing
smaller agude toxicity.

In tooth pulp stimulation test, the factor in the concentration of 0.25%
and 0.5% presented greater potency than bupivacaine. Furthermore, it also
presented the same anesthetic durabiliy than that of bupivacaine in same
concentrations. The factor in concentrations of 0.25% and 0.5% showed
greater potency and durability of action than lidocaine in concentrations of
1% and 2%, respectively. This substance may represent act as an important
scientific tool to research a new local anesthetic class for clinicai use in
dentistry.
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INTRODUCAO

1.1.ANESTESICOS LOCAIS

1.1.1.Historico

Durante seculos, os nativos dos Andes mascaram um extrato alcalino das
folhas de Erythroxylon coca devido suas a¢cfes estimulatorias e euforizantes, mas
apenas no final do século XIX foram descobertas acidentalmente as propriedades
anestésicas da cocaina, o primeiro anestésico local, que existe em grandes

guantidades em suas folhas (Carvalho, 1994; Catterall & Mackie 1996).

Em 1860 a coca foi isolada pela primeira vez por Albert Niemann das
folhas da coca (Carpenter & Mackey 1996). Seu uso como anestésico local, no
entanto, foi primeiramente descrito por Moreno y Maiz, cirurgido das Forgas
Armadas, em 1868 em uma monografia (Covino & Vassalo, 1985; Carvalho,
1994). Em 1851, Charles Gabriel Pravaz, cientista francés, inventou a seringa
hipodérmica, instrumento destinado a ter um papel importantissimo em anestesia
regional, aperfeicoada por Alexander Wood, em 1854 (Collins, 1978; Fink,
1985).

Sigmund Freud estudou as acdes fisiolégicas da cocaina, e, em 1884, Carl

Koller introduziu a cocaina na pratica clinica como anestésico topico para



cirurgia oftalmologica (Tortamano, 1988; Carpenter e Mackey 1996; Catterall &
Mackie em 1996).

Ja naquela época esta droga podia apenas ser aplicada topicamente em
pequenas cirurgias e dentre elas as exodontias, fatos estes difundidos rapidamente

no mundo todo (Tortamano, 1988).

Halstead popularizou seu uso na anestesia com bloqueio de condugdo e
infiltracdo (Collins, 1978; Catterall & Mackie 1996). Em novembro de 1884, ele
realizou o primeiro bloqueio do nervo mandibular através da injecéo intrabucal de
cocaina a 4%. Seu paciente foi seu primeiro assistente, Dr Richard John Hal.
Pouco tempo depois, Dr. Hal declarou em uma carta publicada pelo New York
Medicai Journal de 6 de dezembro de 1884, que ele obteve também tratamento do
dente incisivo superior esquerdo sem dor, apds o bloqueio do nervo infraorbital

de um paciente (Roberts & Sowray, 1995).

Estes experimentos precursores representaram um imenso avango para a
cirurgia, mas alguns efeitos colaterais, sejam agudos ou crénicos, vieram junto
com o0 uso clinico da cocaina. Os efeitos agudos provinham da toxicidade
sisttmica, e 0s cronicos, da propriedade da cocaina de produzir dependéncia
(Covino & Vassalo, 1985).

A identificagdo quimica da cocaina como um éster do acido benzdico
conduiu a sintese de numerosos compostos, que sdo basicamente ésteres
derivados do acido benzoico. A benzocaina, anestésico local de baixa
solubilidade em &gua foi identificada por Ritsert em 1890. Devido a sua baixa

solubilidade em agua, este composto permaneceu esquecido durante anos. No



entanto, foi reconhecido como anestésico topico eficaz, permanecendo atualmente
como droga valiosa para a obtencdo da anestesia de superficie (Covino &
Vassalo, 1985).

Pesquisas em busca de um anestésico mais apropriado culminaram com a
sintese da procaina, em 1904, por Einhorn. A procaina, o prototipo dos
anestésicos locais aminoester, foi utilizada pela primeira vez clinicamente,em
1905. Era significantemente hidrossollvel e possuia uma margem de seguranca
local e sistémica aceitavel para uso clinico com agente injetavel em anestesia

regional (Covino & Vassalo, 1985).

Varios outros anestésicos locais do tipo aminoester foram introduzidos
subsequentemente, incluindo a a tetracaina em 1930 e a cloroprocaina em 1950
(Covino & Vassalo, 1985; Roberts & Sowray, 1995).

Até meados do século XX, a maioria dos compostos anestésicos locais
sintetizados era derivado do acido benzo6ico, como a tetracaina e a cloroprocaina.
Infelizmente, a maior desvantagem das substancias deste grupo quimico é sua
tendéncia de produzir reacGes alérgicas, de tipo sensibilizacdo. (Covino &
Vassalo, 1985).

Em 1943, a lidocaina foi sintetizada por Lofgren, sua introducdo clinica um
ano depois foi o marco do uso de uma nova classe de anestésicos locais, as
aminoamidas (Carpenter & Mackey, 1996). Os compostos do tipo amida séo
relativamente livres de reacdo de sensibilizagdo (Hondeghem & Miller, 1998;
Carpenter & Mackey, 1996).



Varios anestésicos locais do tipo aminoamidas foram desenvolvidos,
incluindo mepivacaina(1956), bupivacaina(1957), prilocaina (1959), e etidocaina
(1971) e foram subsequentementes utilizadas clinicamente.(Carpenter & Machey

1996)

A ropivacaina é um novo anestésico local , aminoamida de longa duracgéo,
que possui menor toxicidade cardiovascular que a bupivacaina, como mostram
evidéncias laboratoriais e clinicas.(Carpenter & Mackey, 1996; Catterall &

Mackie, 1996)

Edtbutura Quimica

A estrutura da maioria dos anestésicos locais empregados clinicamente é
constituida por uma regido hidrofilica e outra hidrofoba, unidas por uma cadeia
intermediaria (Borba, 1992; Carpenter & Mackey, 1996; Catterall & Mackie,
1996; Ferreira, 1999).(Figura 1)

O grupo hidrofilico é, em geral, uma amina terciaria, mas também pode ser
uma amina secundéria (Catterall & Mackie, 1996; Ferreira, 1999). Esta é a por¢éo

ionizavel da molécula que sofre influencia do pH do meio (Pereira, 1996).



A parte hidrofobica (lipofilica) é o radical aromético da molécula
responsavel por sua penetracdo no nervo. Entre os exemplos de radicais
aromaticos estdo o acido benzoico (cocaina, benzocaina), o éacido para-
aminobenzdico (procaina, cloro-procaina) ou a xiidina (lidocaina, bupivacaina).
O acido para-aminobenzdico, sendo uma molécula pequena, pode funcionar como
hapteno e determinar reacGes alérgicas. A xiidina praticamente ndo determina tais

reacOes (Carvalho, 1994)

A cadeia intermedidria que conecta a porcdo hidrofilica e a lipofilica €
constituida por um grupo éster ou amida, o que subdivide os anestésicos locais
em dois principais subgrupos: aminoésteres, que sdo metabolizados pela
colinesterase plasmatica, e os do tipo aminoamidas, que sdo metabolizados no

figado.(Carpenter & Mackey,1996)

As principais diferencas entre o grupo éster e o grupo amida relacionam-se
ao local e tipo de metabolizacdo, bem como o potencial para produzir reacoes

alérgicas (Covino & Vassalo, 1985; Pereira, 1996).

A poténcia e duracdo da acdo dos anestésicos locais sdo claramente
dependentes de certos aspectos da molécula (Berde & Strichartz 2000). Um
aumento da cadeia intermediaria causa aumento da poténcia anestésica mas,
causa também aumento da toxicidade (Carpenter & Mackey, 1996). A
hidrofobicidade aumenta a poténcia e a duragdo da acdo dos anestésicos locais.
Isto ocorre porque a associacdo do agente em locais hidrofébicos aumenta a sua
distribuicdo para seus locais de acdo e reduz a taxa do metabolismo pelas

esterases plasmaticas e pelas enzimas hepéticas (Catterall & Mackie, 1996).



Além disso, acredita-se que o0 receptor para esses agentes nos canais de sodio
seja hidrofdbico, de forma que a afinidade dos receptores por agentes anestésicos
é aumentada para agentes mais hidrofébicos. A hidrofobicidade também aumenta
a toxicidade, de forma que na realidade o indice terapéutico esta reduzido para

agentes mais hidrofébicos (Catterall & Mackie 1996).

A atividade anestésica 6tima necessita de um equilibrio 6timo entre as forcas

lipofilicas e hidrofilicas destes grupos (Hondeghem & Miiller, 1998).

Os anestésicos locais sdo bases fracas. Assim, para aplicacdo terapéutica,
normalmente estdo disponiveis como sais, por motivos de solubilidade e
estabilidade (Catclove, 1972; Bokesch et al, 1987; Hondeghem & Miller, 1998;
Carpenter & Mackey, 1996; Berde & Strichartz, 2000).

Os anestésicos locais em solucéo existem em equilibrio quimico entre forma
neutra e forma catibnica. Em uma certa concentracdo i6nica de hidrogénio
especifica para cada droga, a concentracdo de anestésicos locais ndo-carregados é
igual a concentracdo de cations carregados. Esta concentragdo idnica de
hidrogénio é denominada pKa (Wildsmith et al, 1987; Eckenstam, 1996; Berde &
Strichartz, 2000).

O pH do meio no qual o anestésico local é injetado influencia a atividade da
droga alterando a percentagem dos agentes presentes nas formas basicas e
protanadas. (Berde & Strichartz 2000).



1.1.3. Fisiologia da conducdo nervosa

O axolema é ativo metabolicamente, controlando o potencial eletroquimico
transmembranal por um transporte ativo em ambas as dire¢Ges e controlando sua
propria permeabilidade relativa a varios ions. O transporte ativo resulta em um
fluido intracelular contendo altas concentracBes de ions potassio a baixas
concentragbes de ions sodio relativo ao fluido extracelular (Carpenter & Mackey,
1996; Guyton & Hall, 1997; Berde & Strichartz, 2000). Além do transporte ativo,
a membrana € especificamente permeavel aos ions potassio e praticamente
impermedvel aos ions sodio. A diferenca na concentracdo idnica atraves da
membrana resulta em um potencial elétrico do interior da célula negativo em

relacdo ao exterior (Rang et al.,1995; Carpenter & Mackey, 1996).

Os sinais que passam de neurdnio a neurdnio sdo de natureza elétrica. Estes
sinais ocorrem como mudancas transitorias nas diferencas de potencial elétrico
através da membrana dos neurbnios. Tais potenciais sdo gerados por gradientes
ibnicos. O citoplasma de um neurdnio em repouso tem baixas concentracdes de
sodio e cloro e alta concentracdo de potéssio, em relagdo ao fluido extracelular. O
potencial de repouso de uma célula é fundamentalmente dado pela relagdo

extracelular de potassio (Carvalho, 1994).

Durante o potencial de acdo, a membrana celular transitoriamente
interrompe sua permeabilidade ao potassio e passa a ter permeabilidade ao sodio.
Como consequéncia desta grande entrada de carga positiva para 0 meio
intracelular, inverte-se a polaridade da célula, que agora contém mais cargas
positivas dentro que fora da célula (Carvalho, 1994; Guyton & Hall. 1997; Berde
& Strichard, 2000).



positivas dentro que fora da célula (Carvalho, 1994; Guyton & Hall, 1997; Berde
& Strichard, 2000).

Ao final da fase de despolarizacdo, a permeabilidade da membrana celular
aos ions sodio diminui e a permeabilidade ao potassio é bastante aumentada. O
potassio se move para fora da célula, o que produz repolarizacdo da membrana,
até que o equilibrio eletroguimico e o potencial de repouso sejam atingidos. O
fluxo de sodio para o interior da célula durante a despolarizagdo, e de ions de
potassio para fora durante a repolarizacdo sdo fendmenos passivos, pois cada ion
esta se movendo no sentido do gradiente de concentracdo (Covino & Vassalo,
1985). Depois do potencial de acdo, a concentracdo de sodio e potassio muda
muito pouco (Carpenter & Mackey, 1996; Berde & Strichartz, 2000). A pequena
guantidade de sédio entrando e potassio saindo da célula como resultado deste
processo é restaurado pela bomba de Na+K+ (Carpenter & Mackey, 1996; Guyton
& Hall, 1997; Berde & Strichartz, 2000).

Despolarizagbes muito fracas incapazes de ativar quantidades suficientes de
canais de sodio para produzir corrente no interior da rede sdo inferiores ao limiar
de excitabilidade da membrana (Berde & Strichart, 2000). Isto é chamado
fendmeno “tudo ou nada” ja que ou a despolarizacdo local atinge o potencial
limiar inicial e propaga o estimulo por todo o axolema ou ndo atinge a potencial

de voltagem limiar e ndo ha despolarizacdo(Carpenter & Mackey, 1996).



1.1.4. Mecanismo de acédo dos anestésicos locais

Embora os anestésicos locais alterem a condutancia aos ions potassio e
célcio através das membranas excitaveis, a inibicdo do influxo dos ions sodio
através da membrana celular neuronal é o mecanismo de acdo pelo qual todos os
anestésicos locais produzem blogueio do impulso nervoso (Courtney, 1987
Carpenter & Mackey, 1996; Berde & Strichartz, 2000).

Os anestésicos locais interrompem a conducdo do estimulo nervoso por
bloquear a condutancia dos canais de sodio e, consequentemante, impedir a
deflagracdo do potencial de acdo (Carvalho, 1994; Catterral & Mackie, 1996). As
correntes de sodio sdo reduzidas por doses subclinicas de anestésicos locais e sdo

totalmente abolidas por doses clinicas (Berde & Strichartz, 2000).

Por haver uma ampla variedade de componentes quimicos que apresentam
atividade anestésica local, é improvavel que todos atuem bloqueando a

condutancia do sodio da mesma maneira (Carpenter & Mackey, 1996).

Vérias teorias tentam explicar 0 mecanismo de acdo de Vvarios agentes
anestésicos locais. Sdo elas: inibicdo do influxo de sédio mediada pelo calcio,
interferéncia na permeabilidade da membrana pela expansdo de volume da
mesma, inducdo de mudanca na carga de superficie do axolema e interacdo com

um receptor especifico na membrana neuronal (Carpenter & Mackey, 1996).

O deslocamento do célcio do sitio da membrana que controla a
permeabilidade ao sédio tem sido advogado como mecanismo de atividade

anestésica local (Carpenter & Mackey, 1996). O célcio extracelular elevado



antagoniza parcialmente a acdo dos anestésicos locais (Carpenter & Mackey,
1996; Honderghem & Miller, 1998), sugerindo uma competicdo entre o
anestésico local e o célcio ligado a membrana (Pereira, 1996). No entanto, a acéo
direta do calcio e dos anestésicos locais parece ser independente uma da outra.
Entdo é improvavel que o calcio interfira diretamente na atividade dos agentes

anestésicos locais (Carpenter & Mackey 1996).

A teoria de expansdo da membrana propde que a interacdo de molécula do
anestésico local relativamente hidr6foba com lipidios de membrana cause uma
alteracdo conformacional na organizacdo dos lipidios da membrana, resultando
em expansdo da membrana. A permeabilidade diminuida ao s6dio poderia ocorrer
por um aumento da pressao lateral na membrana, que comprimiria diretamente 0s
canais de sodio, ou por mudanca conformacional nas proteinas dos canais de
sodio causado por um aumento no grau de desordem das moléculas lipidicas da
membrana. Este tipo de efeito inespecifico é provavelmente significativo para
alguns anestésicos locais, especialmente a benzocaina (Covino 1986; Savarase &

Covino, 1984; Carpenter & Mackey, 1996).

A terceira teoria que diz respeito ao mecanismo de acdo dos anestésicos
locais envolve a inducdo de alteracdes na carga da superficie da membrana. As
moléculas da membrana neuronal contém extremidades hidrofilicas, anibnicas
que estdo dispostas nas superficies externa (extracelular) e interna
(axoplasmética) da membrana, ambas as superficies do axolema séao
negativamente carregadas em relacdo ao interior da membrana. Essas cargas
negativas podem atrair as moléculas anestésicas locais, alinhando a molécula
anestésica local carregada, hidrofilica na interface agua-membrana e a por¢édo

aromatica, ndo polar na membrana lipidica. Embora a hipoOtese da superficie
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carregada possa ser levada em consideracdo para a agdo dos anestésicos locais
carregados , isto ndo explica a habilidade dos anestésicos locais neutros, como a

benzocaina , de bloguear os impulsos nervosos (Carpenter & Mackey, 1996).

A falha de uma teoria comum para explicar as agdes de todos os tipos de
anestésicos locais necessariamente ndo a invalida. Moléculas diferentes que
possuem atividade anestésica local podem apresentar diferentes mecanismos de

acdo (Gissen et al, 1980; Carpenter & Mackey, 1996).

A quarta teoria e mecanismo de acdo mais aceito para 0s agentes anestesicos
mais utilizados clinicamente ¢ a inibicdo direta dos canais de sodio, iniciado pela
ligacdo da molécula anestésica local com um ou mais receptores localizados no
canal de sodio, prevenindo o influxo de ions sédio para a iniciagdo do potencial
de acédo ( Butterwotth & Strichartz, 1990; Catterall & Mackie, 1996; Carpenter &
Mackey, 1996; Berde & Strichartz, 2000). Em favor da hipdtese dos canais de
sodio ha um numero consideravel de dados de clampeamento de voltagem em

nervos de vertebrados e de lulas (Rang et al., 1995).(Figura 2)

As investigacfes bioquimicas, biofisicas e bioldgicas moleculares realizadas
durante a Gltima década levaram a rapida expansdo do conhecimento sobre a
estrutura e a funcdo do canal de sédio. Este canal é formado pelas subunidades
alfa, beta[ e beta 2. A subunidade alfa contém quatro dominios homdlogos (I a
IV). Acredita-se que cada dominio consista em seis regides transmembranais em
configuracdo alfa-helicoidal (SI a S6). Cada dominio apresenta 300 a 400
aminoacido, com 50% de conservacdo na sequéncia de aminoacidos (Garret &
Grisham, 1995; Hille e Catteral, 1995, Catterall & Mackie, 1996). Os residuos de
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aminoacidos importantes para a ligacdo dos anestésicos locais sdo encontrados no
segmento S6 no dominio IV (Catterall & Mackie, 1996).

1.1.5. Outros agentes que afetam o controle dos canais de sodio

Algumas toxinas como tetrodotoxina (TTX) e saxitoxina (STX) atuam de
uma forma potente e seletiva nos canais de sodio, ligando-se a estes canais e
interagindo diretamente com o lado exterior dos canais de sodio para bloguear a
condutancia aos ions sodio. Sdo, no entanto, inadequadas para uso clinico, sendo
dispendiosa a sua obtencdo em fontes exdéticas e muito dificil sua penetracdo nos
tecidos por causa de sua lipossolubilidade muito pequena. Entretanto, foram
muito importantes como instrumentos experimentais para o estudo de canais de
sodio. O uso da tetrodotoxina e saxitoxina marcadas possibilitou o isolamento e
purificagdo da proteina do canal de sodio e o sequenciamento por clonagem

genética (Rang et al., 1995).

Substancias altamente lipossolUveis como a veratridina, batracotoxina e
aconitina modificam o controle dos canais de sodio de forma a aumentar a
probabilidade de abertura dos canais de sodio, tornando as células hiperexcitaveis

e causando um aumento do potencial de acdo (Rang et al, 1995).

12



1.1.6. Farmacocinética

Os anestésicos locais normalmente sdo administrados através de injecéo
diretamente na area das fibras nervosas a serem bloqueadas. Assim, apenas 0
término de seu efeito estd relacionado a fenbmenos de absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo (Tucker et al, 1972; Pereira, 1996). A aplicacdo tdpica
dos anestésicos locais, no entanto necessita da difusdo da droga tanto para o inicio

como para a evolucéo do efeito anestésico (Hondeghem & Miller, 1998).

A meta da anestesia local é usar apenas uma pequena quantidade de
anestésico local suficiente para promover anestesia adequada porém com menor
toxicidade. ldealmente, a dose minima requerida pode ser determinada pela
concentracdo minima de anestésicos locais no nervo necessaria para produzir o

bloqueio nervoso desejado (Carpenter & Mackey, 1996).

A absorgédo sistémica de um anestésico injetado do sitio de administracéo é
modificado por iniUmeros fatores, incluindo a dose, o sitio de injecdo, a presenca
de substdncias vasoconstritoras, e as propriedades fisico-quimicas e
farmacologicas da droga (Carvalho, 1994; Hondeghem & Miller, 1998; Carpenter
& Mackey, 1996; Pereira, 1996).

O nivel sangiineo méaximo de drogas anestésicas locais estd relacionado
com a dose total de drogas administradas para qualquer sitio particular de
administracdo. Para a maioria das drogas ha uma relacdo linear entre a quantidade
de drogas administradas e o pico resultante de anestésico no sangue (Berde &
Strichartz, 2000).
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Quando uma solucdo anestésica €& exposta a uma darea de grande
vascularizagdo, um maior grau de absorcdo ocorre. Esta relacdo € importante
clinicamente porque o uso de doses fixas de anestésicos locais podem ser
potencialmente téxicos em uma area de administracdo mas ndo em outras
(Carpenter & Mackey, 1996; Berde & Strichartz, 2000).

As substancias vasoconstritoras, como a epinefrina, reduzem a absorcdo
sisttmica dos anestésicos locais a partir do sitio de depoésito. Isto é especialmente
verdadeiro para drogas de duracdo de agdo intermediaria ou curtas como a
procaina, lidocaina e a mepivacaina. A captacdo neuronal da droga é aumentada
atraves da concentragdo local da droga mais alta, e os efeitos sistémicos toxicos
da droga séo reduzidos. A combinacdo de absorcao sistémica reduzida e captacao
aumentada pelo nervo ¢é responsavel pelo prolongamento do efeito anestésico
local em cerca de 50%. Os vasoconstritores sdo menos eficazes no prolongamento
das propriedades anestésicas das drogas mais lipossolUveis e de acdo prolongada
(bupivacaina e etidocaina), possivelmente porque estas moléculas se ligam

fortemente ao tecido (Hondeghem & Miller, 1998).

O conhecimento sobre farmococinética nos ajuda a predizer o nivel do pico
sanguineo resultante de uma determinada dose da droga e isto ajuda a definir a
dose maxima que pode ser administrada e também evita a toxicidade sistémica
(Carpenter & Mackey, 1996).

As propriedades quimicas farmacologicas das drogas alteram o grau de
absorcdo dos anestésicos locais ja& que a maior parte dos anestésicos locais
apresentam uma acdo vasodilatadora. A prilocaina, por possuir acdo

vasodilatadora menos potente, apresenta niveis sanguineos menores que a
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lidocaina e a mepivacaina cuja acdo vasodilatadora é maior (Covino & Vassalo,
1985; Carvalho, 1994; Pereira, 1996).

A partir do momento que o0s anestesicos locais sdo absorvidos, dois
fenbmenos acontecem: ligacdo com proteinas plasmaticas e distribuicdo para os
tecidos (Carvalho, 1994)

Quantidades significativas dessas drogas ligam-se as proteinas plasmaticas,
entre elas a especifica al-glicoproteina acida, ligante de amidas, e a menos

especifica e mais importante quantitativamente, albumina (Denson et al, 1984)

Drogas anestésicas locais sdo distribuidas por todos os tecidos do corpo,
mas a concentracdo relativa nos diferentes tecidos varia. Em geral, orgdos mais
perfundidos mostram concentragfes mais altas de drogas anestésicas que orgéos
menos perfundidos (Berde & Strichartz, 2000; Hondeghem & Miller, 1998).

O tipo de metabolismo de agentes anestésicos locais varia de acordo com a
classificagdo quimica (Berde & Strichartz, 2000). Os anestésicos locais do tipo
estér sdo hidrolizados muito rapidamente no sangue pela butirilcolinesterase
(pseudo colinesterase). Consequentemente, apresentam meias-vidas plasmaticas
tipicamente curtas (Hondeghem & Miller; 1998; Berde & Strichartz, 2000).

A ligacdo amidica dos anestésicos locais € hidrolisada pelas enzimas
hepaticas microssomais. Existe consideravel variacdo da taxa do metabolismo
hepatico dos compostos amidicos em particular, a ordem aproximada sendo
prilocaina(mais répida), etidocaina, lidocaina, mepivacaina, bupivacaina (menos

rapida). Como resultado a toxicidade dos anestésicos locais do tipo amidico tem
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maior probabilidade de ocorrer nos pacientes com doenca hepatica. (Hondeghem
& Miller, 1995; Berde & Strichartz, 2000).

1.1.7. Toxicidade

Drogas anestésicas locais sao relativamente livres de efeitos colaterais se
estes agentes sdo administrados em uma dosagem apropriada e em sua
localizagdo anatdbmica correta. No entanto, reagfes toxicas sistémicas e locais
podem ocorrer, especialmente seguindo-se de um acidente intravascular ou
intratecal ou a uma administracdo de uma dose excessiva. Em adicdo, efeitos
adversos excessivos sdo associados com 0 uso de certas drogas, como reacoes
alérgicas a drogas do tipo aminoéster e metemoglobinemia seguindo o uso de

prilocaina (Berde e Strichartz, 2000).

Reacbes sistémicas aos anestésicos locais envolvem, primeiramente, o
sistema nervoso central (SNC) e sistema cardiovascular. Em geral, o0 SNC é mais
susceptivel a acdo dos anestésicos locais sistémicos que o sistema cardiovascular,
e assim a dose e nivel sanguineo do requerido anestésico local para produzir
toxicidade no de SNC sdo usualmente mais baixos que aqueles que resultam em

colapso circulatério (Carpenter e Mackey, 1996; Berde e Strichartz, 2000).

Os anestésicos locais aparentemente levam a depressdo das vias corticais
inibitorias, assim permitindo a atividade dos componentes excitatorios , sem
oposicdo. Este estdgio de transicdo da excitacdo ndo equilibrada pode ser seguido
por depressdo generalizada do SNC se forem alcangados niveis sanguineos mais
elevados de anestésicos (Wangman et al, 1967; Liu et al., 1983; Hondeghem e
Miller, 1998; Berde e Strichartz, 2000).
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Concentragdes extremamente elevadas de anestésicos locais deprimem a
atividade de marcapasso do né sinoatrial, resultando em bradicardia e até parada
cardiaca. Eles também exercem profundo efeito depressor sobre a mecanica do
miocardio e vasodilatacdo. Colapso cardiovascular subito pode ocorrer quase que
imediatamente apos a injecdo de um anestésico local. A ressucitacdo € geralmente
dificil e demorada (Kasten e Martin, 1985; Thomas et al., 1986; Clarkson e
Honderghem, 1985).

As reacgdes alérgicas sdo raras, especialmente, com os amidicos, mas quando
ocorrem colocam a vida do paciente em risco. Os aminoésteres sdo mais
alergénicos do que os aminoamidas, porque suas moléculas tem relacdo com o
acido para-aminobenzdico (Nagel et al, 1977; Hutter, 1990; Ferreira, 1999; Berde
& Strichartz, 2000). Embora os anestésicos do tipo aminoamida parecam ser
relativamente livres de reagcOes de hipersensibilidade, solugbes desta droga
podem conter preservativos, metilparabeno, que tem estrutura quimica similar ao

acido p-aminobenzdico.(Berde e Strchartz, 2000; Hondeghem e Miller, 1995).
O unico efeito colateral associado com um anestésico local especifico é o

desenvolvimento de metemoglobinemia seguindo a administracdo de altas doses

de prilocaina (Berde e Strichartz, 2000).
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1.1.8.Anestésicos Locais em Odontologia

Anestesia local corresponde ao bloqueio reversivel da conducdo nervosa,
determinando perda das sensacBes sem alteracdo nos niveis de consciéncia
(Ferreira, 1999). Com a infiltracdo anestésica pode-se promover o bloqueio da
conducdo nervosa em grandes ou pequenas areas, na dependéncia do local que se
eleger para a deposicdo do anestésico (Bombana, 1985).

Os anestésicos locais sdo classificados em agentes de duracdo de efeito
intermediaria como lidocaina, prilocaina e mepivacaina; e de longa duracdo, em

gue se situam tetracaina, ropivacaina, bupivacaina e etidocaina. (Ferreira, 1999).

As anestesias locais mais comumente utilizadas em odontologia séo as
terminais e as por bloqueio. As anestesias terminais sdo aquelas em que o agente
anestésico atua nas terminacBGes nervosas, podendo ser superficiais (quando a
acdo do agente anestésico acontece atraves do contato superficial) ou infiltrativas
(quando a acdo do anestésico acontece pela sua infiltracdo nos tecidos). As
anestesias por blogqueio podem ser subdivididas de acordo com o local de
deposicdo da solucdo anestésica em regionais ou tronculares. Nas anestesias
regionais o ramo nervoso é insensibilizado, promovendo anestesia das regides por
ele inervadas. Nas anestesias tronculares o agente anestésico é depositado ao
nivel do tronco nervoso, insensibilizando varias areas por ele inervadas

(Bombana, 1985; Marzola, 1989).

Quando deseja-se anestesia de apenas um dente ou pequena area, seria
desnecessario, e até mesmo inconveniente, recorrer-se a uma complicada técnica
extra-oral ou a profunda anestesia por bloqueio regional, quando uma técnica

infiltrativa seria suficiente. Entretanto, quando a duracdo € desejada, a anestesia
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por blogueio pode ser o método de escolha; também, quando na presenca de

infeccdo, este tipo de anestesia é mais aconselhado. (Marzola,1989)

A selecdo de um anestésico local para aplicacdo dentéaria deve incluir
consideracdes de eficiéncia, seguranca e necessidades do paciente e cirargicas.

(Yagiela, 1991)

A introducdo da amida lidocaina, em 1941, marcou significativo avanco
sobre as preparac@es do tipo éster até entdo disponiveis. O cloridrato de lidocaina
a 2% com adrenalina permanece insuperdvel como anestésico dentario de uso
rotineiro. Além da lidocaina foram desenvolvidas e largamente comercializadas
outras amidas que possuem vantagens semelhantes na estabilidade, néo

alergenicidade e eficacia sobre os farmacos do tipo éster (Yagiela, 1991).

A mepivacaina, introduzida em 1957, é geralmente equivalente a lidocaina
em seu perfil farmacoldgico. A prilocaina é a alternativa menos potente e menos
toxica que a lidocaina. Os anestésicos locais para odontologia introduzidos mais
recentemente sdo as drogas altamente lipofilicas como a bupivacaina e

etidocaina. (Yagiela, 1991)

A bupivacaina usada inicialmente em 1963, mas s6 comercializada em
cartucho dentario em 1983, tem inicio de acdo um pouco mais lento do que as
amidas, mas é igualmente eficaz e possui duracdo muito maior, tornando-a
adequada para alivio da dor pos-operatdria em cirurgia oral. (Yagiela, 1991,
Ferreira, 1999). Sua laténcia é mais vagarosa do que aquela obtida com
lidocaina e com mepivacaina, mas difere dessas drogas por produzir um tempo

de duracdo de analgesia muito maior. Esse tempo chega a ser quase o dobro
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daquele obtido com a lidocaina; assim, se uma cirurgia de grande porte sob
analgesia local for considerada, a bupivacaina devera ser a droga de escolha

(Roberts e Sowray, 1995).

A benzocaina, pouco solivel em &agua, tende a permanecer no local da
aplicacao e nao e facilmente absorvida pela circulacdo sistémica. E disponivel em
varias preparacdes; uma concentracdo a 20% na forma de gel, pomada, pasta e
solucdo e, e bastante utilizada em odontologia para proporcionar anestesia topica

e diminuir a dor da penetracdo da agulha das anestesias intra-orais (Yagiela,

1991).
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Anestésicos locais

Ligacéo Cadeia
Regido éster lateral
aromética ou amida amina basica

/CHZCH.

Procaina
Cocaina
Tetracaina
Dibucaina
(0] CH2CH
Il
*NH—C-CH3N Lidocaina

CH2CH

*NH—C—CH—NHCH2CH2CH3 Prilocaina
chi

Figura 1. Férmulas estruturais dos anestésicos locais cléssicos.

Fonte: Rang et al, 1995.



camada lipidica

Figura 2. Desenho esquematico do canal de sédio sensivel a voltagem,

presente na membrana celular neuronal. A seta

no canal, especifico para os anestésicos locais.

Fonte: Hille & Catterall, 1994.

) indica a posicéo do receptor
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1.2. ANFIBIOS

Evdlucéo

O termo anfibio é oriundo do grego amphibios (amphi, dual + bios, vida)
indica que a maioria das espécies vive tanto na dgua quanto na terra (Storer &
Singer, 1985; Duellman, 1992; Lazarus & Attila, 1993).

Os anfibios sdo membros da Classe Amphibia, Subfilo Vertebrata, Filo
Chordata e Reino Animalia e se subdividem nas seguinte ordens: Anura ou
Salientia (sapos, ras e pererecas), Urodela ou Caudata (salamandras e tritdes) e
Apoda ou Gymnophiona (cobras-cegas ou cecilias). (Storer & Singer, 1985;
Duellman & Trueb, 1986, Sebben et al, 1993).

Os Amphibia situam-se filogeneticamente entre 0s peixes e 0s répteis sendo
os primeiros Tetrapoda (gr. Tetra = quatro; podos = pé) vertebrados terrestres ou
seja, foi o primeiro grupo de Cordata a viver fora da agua (Storer & Singer, 1985;
Duelman, 1992; Lazarus & Attila, 1993). Os primeiros anfibios reconhecidos
(Ichthyostega - extinto) estdo em rochas do Devoniano na Groelandia e tinham
tamanho consideravel, pois seus cranios medem 15 cm de comprimento.
Descendiam provavelmente de peixes crossopterigios, tinham tanto respiragdo
aguatica como aérea e possuiam nadadeiras como suportes esqueléticos dos quais
as pernas dos tetrdpodes poderiam ter-se originado (Storer & Singer, 1985). A
mudanca do ambiente aquético para o terrestre aconteceu em funcéo da gradual
aquisicdo de um grupo de adaptagcbes morfofuncionais e comportamentais
(Toledo & Jared, 1995).
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A transicdo da 4gua para a terra envolveu: modificacdo do corpo para andar
em terra firme retendo ainda a capacidade de nadar, desenvolvimento de pernas
em lugar de nadadeiras pares, modificagbes na pele para facilitar a respiragao,
maior énfase na respiracdo pulmonar, geralmente com perda das branquias nos
adultos, modificacdes no aparelho circulatorio para permitir a respiracdo pelos
pulmoes e pele, modificacdes no metabolismo e na excrecdo para formar menos
produtos nitrogenados toxicos de excrecdo e aquisicdo de 6rgdos dos sentido que

funcionam tanto no ar como na agua (Storer & Singer, 1985).

A maioria desses animais, no entanto, apresenta um tegumento pouco
adaptado a vida estritamente terrestre, uma vez que ndo serve, em geral de
barreira a troca de agua entre o0 corpo e o ambiente. Conhecem-se, todavia,
adaptacdes em varias espécies de anfibios, que tendem a evitar a perda de agua
através da pele (Toledo,1984; Storer & Singer, 1985; Monti & Cardelo,1994).
Como ndo sdo protegidos estruturas como espinhos, garras e dentes afiados,
desenvolveram um elaborado sistema de glandulas cutaneas que secretam veneno
como protecdo contra os predadores (Storer & Singer, 1985; Monti & Cardello,
1994). A retencdo de mecanismos secretorios na pele de anfibios durante sua
evolucdo foi a maior contribuicdo para a sobrevivéncia em um novo habitat.

(Lazarus & Atilla, 1993).

Embora algumas espécies contenham toxinas extremamente potentes, esses
animais sdo inofensivos ao homem por ndo possuirem mecanismos para inocular
0 veneno ou por sua natureza pacifica (Sebben et al., 1993). Os anuros téxicos

mais importantes sdo os sapos da familia Bufonidae; ras das familias
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Atelopodidade, Dendrobatidae, Discoglossidae, Hylidae, Pipidae, Ranidae e

certas salamandras do género Salamandra (Barravieira, 1994).

Assim, os anfibios ndo trazem prejuizos ao homem pois ndo se alimentam de
frutas ou grédos (como muitas aves, roedores, insetos), ndo sédo agressivos (como
certos carnivoros), ndo transmitem enfermidades graves ( como muitos insetos e
mamiferos), nem possuem mecanismos para inoculacdo de veneno (como as
serpentes, certos peixes, os aracnideos e alguns insetos).Além disso cumprem
importante papel no controle das populacdes de insetos e outros invertebrados, o

item principal de sua dieta alimentar ( Sebben et al., 1993).

1.2.2. Distribuicao

Os anfibios sdo os vertebrados terrestres mais abundantes em muitas
florestas tropicais e ocupam uma grande extensdo de ambientes, de desertos
aridos a aguas profundas. Alguns sapos, pererecas e outros anfibios vivem nos
desertos, como no deserto do sudoeste da América do Norte e na Australia, onde
se escondem em buracos na terra durante os periodos secos, sdo noturnos e tem
desenvolvido uma série de adaptacOes para fugir da desidratacdo em algumas das
areas mais quentes do mundo (Storer e Singer, 1985). Outros sdo encontrados no
norte do Circulo Polar Artico e podem tolerar temperaturas muito baixas. A
capacidade dos anfibios de sobreviver em varios tipos de habitats pode ser
atribuido a evolucdo de muitos diferentes adaptagbes morfoldgicas, fisioldgicas,

bioquimicas e comportamentais (Clarke, 1996).
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Os Bufonideos pertencem a familia mais amplamente distribuida por todos
0s continentes exceto na Australia, Madagascar e regifes oceanicas. Por outro
lado, é uma das mais numerosas familias em espécies da classe Amphibia (Rossi
etal, 1997).

As descricbes de declinio das populacdes de anfibios em varias partes do
mundo sdo numersas. A reducdo do namero de anfibios preocupa os especialistas
pelo fato de serem consideradas excelentes indicadores ecologicos da saude do

ambiente (Pechmann et al., 1991).

Caracteristicas Gerais

Todos os anfibios precisam evitar temperaturas extremas e a seca, pois nao
resistem bem a desidratacdo. Durante o inverno sapos enterram-se ou vao até
abaixo da linha de congelacdo e salamandras terrestres entram em fendas ou
buracos de outros animais, rds e salamandras aquaticas hibernam no fundo de
lagos e rios que ndo congelam (Storer & Singer, 1985). Durante a hibernagéo
todos 0s processos vitais sdo reduzidos, o batimento cardiaco é lento e o animal
subsiste de material armazenado no corpo, incluindo o glicogénio do figado. A
maioria das espécies de zonas temperadas tem uma época definida para sair da
quiescéncia devendo ser durante a primavera ou outono sendo a saida

desencadeada por oscilagOes de temperatura e/ou chuva (Storer & Singer, 1985).

Os anfibios resistem a dessecacdo por meios comportamentais, estruturais e

fisiologicos. (Storer & Singer, 1985).
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A respiracdo cutanea limita a extensdo pela qual a pele pode tornar-se
impermeavel ja que a agua geralmente é absorvida e perdida rapidamente através
da pele. Entretanto, alguns anfibios, especialmente as espécies terrestres, tém uma
camada gelatinosa de um mucopolissacarideo acido na derme, que resiste
fortemente a perda de dgua sendo capaz de manter a agua absorvida pela pele e de
libertd-la aos tecidos quando necessario. A maioria dos anfibios, mesmo quando
fortemente desidratada, pode restaurar a &gua do corpo dentro de poucas horas
por meio de contato com uma superficie imida. Em superficies imidas algumas
espécies movimentam rapidamente a dgua para cima por meio de capilaridade
para absorcdo e respiracdo ao longo de sulcos cutédneos (sulcos costais de

salamandras e rugas na pele dos sapos). (Storer & Singer, 1985).

Alguns mecanismos fisiologicos sdo: liberacdo de secrecdo da hipofise
(arginina-vasotensina) que reduz a quantidade de agua que sai pelos rins (efeito
antidiurético) promovendo a absorcdo de agua pela pele e a reabsorcdo de agua
armazenada na bexiga; aumento de retencdo de uréia, elevando a osmolaridade
dos tecidos e promove a absor¢do de agua e reduz a perda de agua para o solo e

aumento da tolerancia dos tecidos a perda de agua (Storer & Singer, 1985).

Os ajustamentos comportamentais incluem: reducéo da superficie externa do
corpo-dobrando as pernas, fechando os olhos, achatando o corpo, enrolando o
corpo e a cauda; retirada para lugares Umidos como fendas, madeira em
decomposicdo ou tocas de animais; cavar e permanecer inativos durante o tempo

seco (Storer & Singer, 1985).

Os anuros possuem a pele mole, lisa e umida. A cabeca apresenta uma ampla

boca, pequenas narinas valvuladas, grandes olhos esféricos e, atras de cada olho,
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um timpano achatado ou membrana timpéanica. Cada olho possui uma palpebra
superior carnosa e opaca e uma inferior menor. Internamente a elas existe uma
terceira palpebra transparente que se assemelha funcinalmente a membrana
nictitante dos vertebrados superiores. Ela move-se para cima sobre o globo ocular
para conserva-lo imido no ar e para protegé-lo dentro da agua (Storer & Singer,
1985).

Seu tronco é globoso e levemente afilado junto a parte posterior. Os
membros sdo anteriores e posteriores. Os anteriores, mais curtos, compreeendem
0s bracos, 0s antebragos e as mdos com quatro dedos. Os posteriores mais longos,
apresentam coxas, pernas, tarsos e pés com dedos (Marcondes & Lammoglia,
1991).

Os pulmoes, nesse grupo de vertebrados, sdo considerados estruturas pouco
eficientes, possuem uma superficie interna limitada com alvéolos simples. Desta
forma, a pele dos anfibios, permeavel, umida sem escamas e bem irrigada por
vasos sanguineos assume importancia especial nas trocas gasosas (Storer &
Singer, 1985).

1.2.4. A pele e glandulas cutaneas

A pele dos anfibios é um complexo 6rgdo morfologico, bioquimico e
fisiologico que desempenha uma série de funcbes vitais, destacando-se a
respiracdo, o transporte de agua e solutos, a regulacdo da temperatura corpérea e
defesa contra microorganismos e predadores (Habermehl, 1981; Sebben et al.,

1993; Clarke, 1996). Sua tonalidade escura como sombras do castanho ao negro é
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produzida pela melanina, um pigmento escuro, usualmente encontrado nos
melanocitos nos quais o pigmento pode encontrar-se disperso ou concentrado sob

acdo hormonal (Stebbins e Cohen, 1995).

Nos anfibios as secrecdes cutaneas sdo geralmente, produto de dois tipos de
glandulas identificadas na derme desses vertebrados: as glandulas mucosas e as
granulosas. Outros tipos glandulares tém sido descritos na pele de anfibios mas

restringem-se a determinadas espécies (Toledo, 1984).

As glandulas mucosas sdo usualmete menores e mais numerosas que as
glandulas granulosas e eliminam um muco altamente hidrofilico (Toledo e Jared,
1995). Em razdo disso, a troca de gases entre a pele desses animais e 0 meio €
facilitada. Esse muco exerce também, um papel defensivo, pois a natureza viscosa
dificulta a apreensdo dos anfibios por eventuais predadores e, em algumas dessas
secregOes verifica-se certa toxicidade (Habermehl, 1981, Toledo, 1984, Storer &
Singer, 1985; Monti & Cardelo, 1994). Além disso, ele é responsavel pelo
controle do pH e grau de umidade da pele proporcionando condi¢des adequadas

para a respiragao cutanea (Toledo e Jared, 1995).

A secrecdo mucosa é importante durante o periodo de mudanca da pele que
ocorre periodicamente nos anfibios. Nessa época uma secre¢cdo mucosa pode ser
observada entre camadas corneas que se destacam e as camadas epidérmicas
subjacentes. O muco deve facilitar o desprendimento de camadas celulares da
epiderme durante a muda talvez exercendo pressdo sob essas camadas. Ele
também é responsavel pela lubrificagdo da pele de anfibios que submergem por

um certo periodo (Toledo, 1984).
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As glandulas nupciais de alguns anuros, que atingem seu desenvolvimento
maximo durante o periodo de reproducdo sdo, provavelmente, homologas as
glandulas mucosas, 0 mesmo ocorrendo com as glandulas de reproducdo ou

esternais de pererecas do género Gastrophryne (Toledo, 1984).

Muito embora a secrecdo mucosa possa exercer um papel defensivo, € a
secrecdo granulosa a principal responsavel pela defesa passiva dos anfibios
devido ao fato de ser toxica para as diversas espécies de vertebrados (Toledo,
1984).

A localizagdo das glandulas granulares varia entre as diferentes espécies de
anfibios, podendo estar dispersas ou concentradas em uma determinada regido da
pele do animal (Whitear, 1977; Toledo & Villa, 1987; Reilly et al., 1994). Nos
sapos comuns como o Bufo paracnemis é evidente a presenca, atras dos olhos,
das glandulas parotéides, um acumulo de glandulas granulosas capazes de
estocar grande quantidade de secrecéo (Figura 3). A estas glandulas se atribuem
as funcdes de producdo e armazenamento de substancias bioativas, que algumas
especies liberam sobre a pele do animal em situacdo de estresse (Sebben et al.,

1993).

O conteudo glandular € secretado sob regulacdo hormonal, presumivelmente
mediado por neuropeptideos e ocorre sob resposta a uma posicdo de defesa
comportamental contra predadores. As glandulas depletam rapidamente 80-90%
de seus conteddos (lwamuro et al, 1991; Giovannini et al, 1987). A sua
regeneracdo consiste em um rearranjo em monocamadas de células secretorias

intactas sobre a superficie luminal, dentro das quais sdo formadas de modo
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continuo os granulos de estocagem. Trés a quatro semanas Sa0 necessarias para a

regeneracdo completa da glandula (Camardo, 1995).

As glandulas granulares sintetizam e estocam produtos para a secre¢do, que
incluem cinco grandes grupos; peptidios, sendo um grupo com atividade
antimicrobiana e outro com principio bioativo; proteinas, substancias
proteinaceas e enzimas; esteroides; alcaldides e aminas biogénicas (Erspamer,
1984; Roseghini et al., 1986; Lazarus & Attila, 1993; Carvalho, 1995).

H& uma grande variedade de peptidios na secrecdo cutanea dos anfibios; a
maioria exibe uma potente atividade biolégica em mamiferos, incluindo
taquicininas, bradicininas, ceruleinas, bombesinas, opidides, xenopsinas,
horménio liberador de tireotropina, angiotensina; um outro grupo apresenta
atividade antimicrobiana, tais como as magaininas, PGLa, XPF, LPF e CPF
(Carvalho, 1995).

As proteinas secretadas da pele dos anfibios sdo varias, algumas das quais ja
foram isoladas e clonadas (Berger & Kreil, 1989; Gmachl et al., 1990). S&o elas
responsaveis por varios efeitos farmacologicos e servem muitas vezes de modelo
para a descoberta de novas funcdes fisiolégicas de mamiferos (Carvalho et al.,

1992).

Os esterdides identificados no veneno de sapos classificam-se em
cardiotdnicos e ndo-cardiotdnicos. As bufogeninas, também denominadas
bufaginas ou bufadienolideos, e as bufotoxinas sdo os esterdides cardiotdnicos
encontrados em maior concentracdo no veneno dos sapos e sdo produzidas

atraveés do metabolismo do colesterol (Toledo & Jared, 1995).
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Os esteroides ndo-cardiotoxicos no veneno de sapos sdo ergosterol,
colesterol e oc-sisterol (Zelnik et al.,1964; Chen & Kovarikova,1967;Toledo &
Jared, 1995).

Os alcaldides, na sua maioria, vém de rds neotropicais do género
Dendrobates e Phyllobates, familia Dentrobatidae (Daly et al, 1987). Incluem
batracotoxinas, histrionicotoxinas, indolizidinas, pumiliotoxinas-A,
decahidroquinilonas e numerosas classes menores, como gefirotoxinas, alcaldides
pirrolidinicos,  piridil-piperidinas,  indolalcaldides,  azatriciclododecenos,
alcaldides amidinicos, morfina e tetrodotoxinas (Daly et al, 1987; Lazarus et al,
1994; Daly, 1995). Ha indicativos que muitos dos alcaléides de anfibios derivam

de insetos que formam a maior parte da dieta de ras dendrobatides (Clarke, 1996).

A classe das aminas biogénicas consiste de trés grupos distintos, as
indoalquilaminas, imidazolalquilaminas e fenilalquilaminas (Erspamer, 1984;
Lazarus et al., 1994; Clarke, 1996). Destacam-se entre outras aminas biogénicas
os derivados feniletilaminicos, que incluem adrenalina, noradrenalina e dopamina
(Lazarus et al., 1994) e derivados triptaminicos como a 5-hidroxitriptamina ou

serotonina (Erspamer, 1984; Lazarus & Attila, 1993).

1.2.5.Bufadienolideos

Os bufadienolideos pertencem a classe de esterdides que ocorre no veneno
e na pele dos anfibios, e em alguns extratos teciduais de plantas. Também tem

sido isolados de vegetais, frutas e serpentes. (Rossi et al. 1997). O plasma de
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mamiferos contém material imunorreativo semelhante ao bufadienolideo
marinobufagina. Em humanos é observado fatores tipo digitalico, estruturalmene
semelhante ao marinobufagina ou ao seu isémero, inibidor endégeno da Na+K+
ATPase (Bagrov et al, 1998; Steyn & Van Heerden, 1998; Krenn & Kopp, 1998).

No reino animal, os bufadienolideos estdo amplamente difundidos na familia
Bufonidae e véarios deles ja foram isolados do género Bufo, sendo na sua grande
maioria derivados de esterdides (Porto e Gross, 1971; Rossi et al, 1997). Estudo
do veneno das glandulas parotoides do Bufo paracnemis identificaram os
seguintes compostos: sistoterol, argentinogenina, bufalina, bufotalinina,
gamabufotalina, helebrigenina, helebrigenol, marinobufogenina,

resinobufogenina e telecinobufagina (Rossi et al, 1997).

Bufadienolideos consistem de um anel esterdide ligado ao grupo lactona
(Meyer, 1996). A estrutura dos bufadienolideos no sapo é semelhante a
esterdides cardioativos de plantas, exceto que no sapo, os bufadienolideos néo
possuem acucares ligados ao C-3 no anel. Eles tém um anel lactdnico de seis
membros , no lugar do anel de cinco membros, duplamente insaturados no anel na

posicdo do C-17 (Browlee et al, 1990).

O potencial médico-farmaceutico dos produtos derivados das secrecfes
toxicas de Bufo e bastante conhecido. Relatos historicos revelam o uso de uma
preparacdo comercial obtida a partir do veneno seco do sapo Bufo bufo
gargarizans, o secular Ch’an Su (ou Senso). Trata-se provavelmente do primeiro
e mais antigo uso de um veneno de origem animal em terapéutica. Seus
empregos, bastante diversificados, envolvem desde a cicatrizacdo de feridas da

pele, controle de hemorragias de mucosas, até alivio de dor de dente e resfriados.
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Foi também utilizado no tratamento de doencas cardiacas sendo abolido por nédo
apresentar vantagens em relacdo aos digitalicos (Toledo & Jared, 1989; Hong et
al, 1992).

Bufogeninas e bufotoxinas agem de maneira similar aos extratos digitalios e,
na concentracdo que eles ocorrem no veneno sdo cardiotOxicos para 0S
mamiferos. Bufogeninas sdo inibidoras da enzima NatK+tATPase e sdo
provavelmente envolvidas na homeostase de agua e sal dos sapos. Estes
ester0ides aumentam a pressdo arterial e sdo, em geral, mais ativos que as
bufotoxinas, e ambas, mesmo em concentracbes diluidas estimulam a

musculatura uterina e intestinal de alguns mamiferos (Toledo & Jared, 1995).

Muitos desses esterdides tém propriedades anestésicas superficiais. Uma
atividade anestésica local, superficial foi identificada em 1976, de um
bufodienolideo, a bufalina, isolado do Ch’na Su, sem outras citagfes na literatura
de demais bufogeninas com essa atividade. Sua atividade anestésica local na

cOrnea de cobaios € mais intensa que a da cocaina (Toledo & Jared, 1989).
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Figura 3. Sapo Bufo paracnemis da regido de Sdo Goncalo do Amarante - Ceara
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1.3 OBJETIVOS

Ga8rhis

Isolar e estudar o efeito anestésico local de uma nova substancia extraida do

veneno do Bufo paracnemis.

Efo2cificos

1-Purificar totalmente uma nova substancia anestésica local do veneno do Bufo

paracnemis.

2- Avaliar a acdo anestésica local da nova substancia através do método de

estimulacdo da polpa dentaria do coelho.

3- Comparar a poténcia e duracdo da acdo anestésica local dessa substancia, com

0s anestésicos locais classicos: lidocaina e bupivacaina.
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RAATERIAL

2.1-Animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados coelhos (machos e fémeas),
adultos , pesando entre 2 e 3 kg, oriundos do Biotério Central da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara e mantidos no Laboratorio
de Neurofarmacologia da Universidade Estadual do Ceard durante todo o
experimento. Os animais foram alojados em gaiolas apropriadas onde tiveram

livre acesso a dgua e racdo.

Também foram utilizados sapos Bufo paracnemis coletados em diferentes
épocas do ano,provenientes da regido de Sdo Gongalo do Amarante, Ceara. Apos

extracdo do veneno os animais foram devolvidos a seu habitat.

2.2-Aparelhos

Centrifuga Excelsa Baby, modelo 206 -FANAEM

Centrifuga refrigerada-Berckman, modelo J-212C, Berckman Instruments,
USA

Coluna C-18 LC Shim-pack CLC-ODS

Coluna Shim-pack preparativa ODS (H) 2,5 x 30 cm

Chromatopac C-R6A, Shimadzu, Japéo
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HPLC (Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performance) modelo

SCL 10 A, SPD-10AV, LC-10AS, Shimadzu - Japéo.
HPLC - modelo SPD - 10 A, Ic-IOAS, Shimadzu-Japéo.
Liofilizador Metal Lux

Luvas cirdrgicas

Seringas de 500 ml com agulha

Papel de registro

Papel imperfax

Pena de quimidgrafo

Pipetas - Gibson Franca

Ponteiras Gibson Franca

Registrador EGB-SP, Brasil

Tubos de ensaios

Tubos Eppendorf - Gilson Franca

Agitador de tubos - modelo AP 56, marca PHOENIX
Balanca Analitica - Marte AM/550 - marca AUTOMARTE
Liofilizador -modelo Modulyo, marca Edwards.
Poligrafo - Berger, modelo TP119

Eetroestimulador

Eletrodo

Caixa imobilizadora

Micromotor elétrico DENTEC 410P

Brocas esféericas de aco (1/4, Vi el)

2.3- Drogas e Reagentes
Acetonitrila - Cario Erba

Acido trifluoroacético P.A, Merck, Brasil
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Alcool etilico P.A; Merck, Brasil

Cloreto de sodio P.A; Reagem, Brasil
Cloridrato de Bupivacaina, Allergan Frumost
Cloridrato de Lidocaina, Allergan Frumost

DMSO - Dimetil suféxido P.A, Nuclear, Brasil
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BAETODOS

3.1-Extracéo

O veneno foi extraido por compressdo das glandulas parotéides dos sapos.

O material coletado foi colocado em gral, macerado com pistilo com adicéo
de etanol (1:3; p:v), até que toda a secrecdo glandular fosse dissolvida e se
tornasse homogénea sendo mantida a 40 C durante 24 horas. Posteriormente, a
mistura foi centrifugada a 5000 g por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado e o

0 material precipitado descartado.

3.2-Purificagdo

O sobrenadante foi fracionado em HPLC (sistema de cromatografia liquida
da alta performance) acoplado a uma coluna preparativa C-18 de fase reversa
(shim pack prep. ODS 2,5 x 30 cm), eluido com fluxo de 5ml/min com gradiente
isocratico de acetonitrila a 40% (Figura 4). O material passou por um detector
gue usou uma absorcdo de luz ultravioleta com um comprimento de onda de 214
nm. O sistema é acoplado a um registrador e 0s picos, a medida que eluiam, eram
coletados e liofilizados. Aliquotas de 200 pl dos picos ressuspendidos em DMSO
(10% em agua) foram aplicados na cornea de coelhos para a evidenciacdo da

atividade anestésica local.
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3.3- Determinacé&o do grau de pureza

Uma fracdo do pico ativo (20pl de solucdo a 0,5 mg/ml, com etanol e agua
bidestilada; 1:1; v:v) foi injetado em HPLC em uma coluna fina, analitica,
especifica, eluida em fluxo de 1 ml/min com um gradiente de 20 a 40 % de

acetonitrila durante 35 min para a determinacgdo do grau de pureza.

3.4- Determinacéo parcial da estrutura quimica do fator

A determinacdo de estrutura quimica foi elucidada através de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), realizada no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso
de Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), em colaboracdo com o
Prof. Dr. Edilberto Rocha e Silveira.

A analise da RMN de alta resolucéo do fator purificado foi realizada atraves
de sequéncias modernas de pulsos tais como 1H, 1H-COSY e NOESY,
correlacdo heteronuclear (inversa) de carbono e hidrogénio do carbono-
hidrogénio acoplados (Hector e HMQC), assim como as sequénciais equivalentes
de longa extensdo (COLOC e HMBC). Foram assim, evidenciados peso

molecular e a proposta quimica para o fator (Carvalho et al, 1999).
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BHuicéo

Para a realizacdo dos testes farmacoldgicos, o po foi ressuspendido em agua
bidestilada e DMSO.

3.6 -Ensaio farmacolégico para estudo da atividade anestésica local em

polpa de coelho

A partir da fracdo com atividade anestésica local (pico 2), purificada do
veneno do Bufo paracnemis, foram realizados testes farmacologicos para
obtencéo da poténcia e duracdo da anestesia. O po liofilizado foi resuspendido em
DMSO 10% (v:v) e &gua bidestilada, e testado nas concentracbes de 0,5%,
0,25%, 0,125% (p:v). No teste de estimulacdo da polpa dentéria fez-se
comparacdo com bupivacaina (0,5%, 0,25%, 0,125%) e lidocaina (2%, 1%,
0,5%), ambos sem adicdo de vasoconstrictor. Em todos os ensaios foram
utilizados seis animais para cada dose das solugbes anestésicas e do fator. Foi

realizado o controle com veiculo (DMSO a 10% em agua bidestilada).

3.6.1Realizacdo de cavidades

Os animais foram imobilizados em caixas especiais onde foram realizadas
cavidades nas superficies distais dos incisivos superiores proximas a regido
gengival com brocas esféricas de aco e motor elétrico de baixa rotacdo, onde
havia exposicdo dentinaria. Mesmo que o animal ja tivesse sido utilizado em um
experimento anterior, novas cavidades foram realizadas ja que a denticédo

permanente do coelho apresenta crescimento constante. (Michaeli et al., 1980;

42



Komatsu et al.,, 1998). Os animais somente eram utilizados novamente com

periodo minimo de 15 dias.

3.6.2-Teste de estimulagdo da polpa dentéria.

Um dia depois da realizagdo das cavidades, um eletrodo ligado a um
eletroestimulador foi inserido nas respectivas cavidades. Apos um periodo de
acomodacdo de 30 minutos, iniciou-se a estimulacdo elétrica para determinacao
do limiar de dor inicial (controle), antes da aplicacdo do anestésico local (Vogei e
Vogei, 1997).

O estimulo foi determinado por pulsos isolados de 7.5 ms e altura do pulso
correspondente ao limiar de dor (volts). Este limiar foi determinado por aumento
e diminuicdo da altura de pulsos até que o animal apresentasse uma resposta
padrdo reflexa de lambida e mordida, resposta de movimentar a cabega ou
simples reflexo de contracdo muscular (Piercey e Schroeder, 1980; Vogei e
Vogei, 1997). Duas leituras de dois pulsos a cada 10 segundos foram requeridas
para a determinacdo de cada limiar de dor. Os animais que apresentaram limiar de

dor (controle) menor que 6V ou maior que 9V foram excluidos do teste.

3.6.3-Analise comparativa de anestésicos
Para comparagdo do efeito anestésico os incisivos foram anestesiados com

lidocaina (2%, 1%, 0,5%), bupivacaina (0,5%, 0,25%, 0,125%) e fator (0,5%,
0,25%, 0,125%)
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Os testes anestésicos foram feitos em grupos de seis coelhos machos e
fémeas, indistintamente. A anestesia dos incisivos se dava por infiltracBes nas
regides vestibular e lingual de 0,6 ml de anestésico em cada animal, sendo 0,3 ml
em cada dente (Figura 5). Ap0s a anestesia, o limiar de dor (como indicador do
efeito antinociceptor) foi testado a cada 10 minutos através de estimulos elétricos
crescentes e decrescentes até 60 minutos. Apds este periodo, a determinacao deste

limiar se deu a cada 15 minutos, até o final do efeito anestésico. (Figura 6).

3.7 - Métodos estatisticos

O teste de Turkey-Kramer foi usado para a determinagdo dos valores de
significancia estatistica nos testes realizados para a avaliagdo da atividade
anestésica local.
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Figura 4. HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
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Figura 5. Anestesia infiltrativa na regido vestibular do incisivo de coelho.
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Figura 6. Coelho ligado ao eletroestimulador através de um eletrodo adaptado as
cavidades realizadas nas superficies distais dos incisivos do coelho para a
realizacdo do teste de estimulacdo da polpa dentaria.

A- Coelho ligado ao eletroestimulador através do eletrodo

B- Detalhe da localizacao do eletrodo no dente do coelho
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RESULTADOS

4.1-Purificagdo

O veneno, obtido por compressdo das glandulas parotoides de sapo foi
fracionado em HPLC com coluna preparativa de fase reversa CI8. Em cada
cromatografia foram utilizados 1,7 ml do veneno dissolvido previamente em
etanol (100%). Ao final, apds liofilizacdo do pico com atividade anestesica local,

foram obtidos cerca de 5 mg do fator puro.

4.2-Determinacao do grau de pureza

O pico 2 foi injetado em HPLC com coluna analitica de fase reversa CI8 e
evidenciou-se a inexisténcia de outros picos, demonstrando o alto grau de

purificacdo do material (Figura 7)

4.3-Determinacéo parcial da estrutura quimica

Os experimentos realizados (Centro Nordestino de Aplicagdo de
Ressonancia Magnética Nuclear, em colaboracdo com o Prof. Dr. Edilberto
Rocha e Silveira) revelaram uma proposicdo estrutural parcial para o fator. Possui
formula C24H3405, composta de um anel esteroidal e um grupamento lactona, e
peso molecular de 402 Da. Essa estrutura parcial mostrou que o fator pertence ao

grupo dos esteroides, da familia das bufogeninas (Figura 8).
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Figura 7. Cromatografia em HPLC.

A- Perfil de eluicdo do veneno das glandulas do Bufo paracnemis. O traco ( == ) indica o pico
2 (dois). O veneno foi solubilizado com etanol. Foram aplicados 1.7 ml do veneno bruto em
coluna de HPLC e eluidos com gradiente isocratico de 40% de acetonitrila, contendo 0,05% de
acido trifluoroacético, com fluxo de 5 ml/min, monitorizada a 214nm.

B- Determinacdo do grau de pureza do pico 2. O pico 2 (dois) foi liofilizado. Foram injeados
20 pi do material ressuspendido em etanol, em coluna analitica, especifica, eluidos com
gradiente de 20 a 40% de acetonitrila, em 35 minutos e com fluxo de | ml/min, detectado a

214 nm.

49



Figura 8. Proposicdo estrutural do fator purificado do veneno das glandulas

parotdides do Bufo paracnemis.
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Analise comparativa da atividade anestésica da lidocaina, bupivacaina e

fator através do teste de estimulacdo da polpa dentéria.

A lidocaina a 2% apresentou um aumento significante do limiar de dor em
relacdo ao controle com nivel de significAncia de p< 0,001 até 40 minutos. O
efeito maximo foi verificado aos 10 minutos (30 + 1,82) apds a injecdo da

lidocaina (figura 9).

Na dose de 1% a lidocaina apresentou aumento do limiar de dor em relacéo
ao controle nos primeiros 30 minutos, com niveis de significancia de p<0,001 e
de p<0,01. O maximo limiar de dor também foi verificado com 10 minutos (23,6

+ 0,8) apos a injecdo. (Figura 10).

A lidocaina a 0,5% ndo apresentou efeito estatisticamente significante

(p>0,05) em relacdo ao controle (Figura 11).

Na figura 12 foi feita a avaliacdo das atividades anestésicas da lidocaina a
2%, 1% e 0,5% através do teste de estimulacdo da polpa dentaria. Nas
concentracdes de 1% e 2% foi observado que entre os tempos de 5 e 50 minutos
houve diferenca significante entre todas as medidas do limiar de dor. Foi também
observado que com as doses de 0,5% e 1% entre os tempos de 5 e 20 minutos

houve diferenca significante entre todas as medidas do limiar de dor.

A bupivacaina a 0,5% apresentou um aumento significante do limiar de
dor em relacdo ao controle com nivel de significancia de p< 0,01 aos 5 minutos e
p<0,001 de 10 a 120 minutos. O efeito maximo foi verificado aos 50 minutos

(32,16 £ 1,64) apos a injecdo da bupivacaina (figura 13).
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Na dose de 0,25% a bupivacaina apresentou aumento do limiar de dor em
relacdo ao controle nos primeiros 60 minutos, com niveis de significancia de
p<0,001 e de p<0,01. O maximo limiar de dor foi verificado com 20 minutos

(24,5 £ 0,99) apos a injecdo. (Figura 14).

A bupivacaina a 0,125% ndo apresentou efeito estatisticamente significante

(p>0,05) em relacédo ao controle (Figura 15).

A avaliacdo das atividades anestésicas da bupivacaina a 0,5%, 0,25% e
0,125% através do teste de estimulacdo da polpa dentéria € mostrada na figura 16.
Com as doses de 0,25% e 0,5% foi observado que entre os tempos de 40 e 90
minutos houve diferenca significante entre todas as medidas do limiar de dor. Foi
também observado, que com as doses de 0,125% e 0,25% entre 0s tempos de 5 e

40 minutos houve diferenca significante entre todas as medidas do limiar de dor.

O fator a 0,5% apresentou um aumento significante do limiar de dor em
relacdo ao controle com nivel de significancia de p< 0,05 aos 5 minutos, p<0,001
de 10 a 105 minutos e p<0,01 aos 120 minutos . O efeito maximo foi verificado

aos 50 minutos (43,33 £ 2,47) apos a injecdo do fator (Figura 17).

Na dose de 0,25% o fator apresentou aumento do limiar de dor em relagéo
ao controle nos primeiros 60 minutos, com niveis de significancia de p<0,001 e
de p<0,01. O maximo limiar de dor foi verificado com 20 minutos (31,83 + 1,74)

apos a injecdo. (Figura 18).
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O fator a 0.125% apresentou aumento do limiar de dor em relacdo ao
controle apenas aos 10 minutos, com indice de significancia estatistica de p =0,03

(9 £1) (Figura 19).

A figura 20 mostra a avaliacdo das atividades anestésicas do fator a 0,5%,
0,25% e 0,125% através do teste de estimulacdo da polpa dentéria. Entre as doses
de 0,25% e 0,5% ndo foi observada diferenca significante do limiar de dor nos
tempos de 5 a 20 minutos (p>0.05). Foi observado que entre os tempos de 30 e
105 minutos as medidas do limiar de dor da dose de 0,5% foram maiores que a de
0,25%, com indice de significAncia estatistica de p<0,001. Foi também
observado, que com as doses de 0,125% e 0,25% entre os tempos de 5 e 40

minutos houve diferencga significante entre todas as medidas do limiar de dor.

A comparacdo da atividade anestésica local do fator a 0,5% com a
lidocaina a 2% mostrou um maior limiar de dor da lidocaina em relacdo ao fator
de 5 a 10 minutos com niveis de significancia estatistica de p<0,05 e p<0,001.
Aos 20 minutos ndo houve diferenca significante deste limiar. Apds o tempo de
30 minutos o limiar de dor obtido com o fator a 0,5% foi maior que o obtido com
a lidocaina a 2% (p<0,001). (Figura 21).

Na figura 22 foi feita uma comparacdo das atividades anestésicas do fator a
0,5% com a bupicavaina a 0,5%. N&o houve diferenca significante de suas
atividades anestésicas nos tempos de 5 a 20 minutos, bem como de 60 a 120
minutos. Entretanto, houve aumento significante do limiar de dor do fator a 0,5%
em relacdo a bupivacaina a 0,5% de 30 a 50 minutos, com niveis de significancia

estatistica de p<0,01 ep<0,001.
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A atividade anestésica do fator a 0.25% com a lidocaina a 1% mostrou um
maior aumento do limiar de dor da lidocaina a 1% em relagcdo ao fator 0.25% aos
5 minutos com p<0.01. Aos 10 minutos suas atividades anestésicas foram
semelhantes. Apds 20 minutos, a atividade anestésica do fator a 0.25% foi maior
que a da lidocaina a 1%, com nivel de significAncia estatistica de p<0.001.
(Figura 23).

Na figura 24 foi feita uma comparacgdo das atividades anestésicas do fator
a 0.25% com a bupicavaina a 0.25%. N&o houve diferenca significante de suas
atividades anestésicas nos tempos de 5 a 10 minutos, bem como de 40 a 90
minutos. Houve aumento significante do limiar de dor do fator a 0.25% em
relacdo a bupivacaina a 0.25% de 20 a 30 minutos, com niveis de significancia

estatistica de p<0.05 e p<0.01.

Na figura 25 foi feita a comparacdo da atividade anestésica local méxima
do fator a 0.125%, 0.25% e 0.5% com a bupivacaina 0.125%, 0.25% e 0.5% e
com a lidocaina 2%, 1% e 0.5% utilizando o teste de estimulacdo da polpa
dentaria. Comparando-se o0s efeitos obtidos entre as doses de 0.5% da
bupivacaina e 2% de lidocaina em relacéo a dose de 0.5% do fator observa-se que
houve diferencas significantes (p< 0.001). Comparando-se os efeitos de 0.25% da
bupivacaina e 1% da lidocaina em relacdo a dose de 0.25% do fator, também
observa-se que houve diferengcas significantes (p<0.01 e p<0.05,
respectivamente). Entretanto, entre as doses de 0.125% da bupivacaina e 0.5% da
lidocaina em relacdo & dose de 0.125% do fator ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p>0.05).
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Figura 9 - Avaliacdo da atividade anestésica local da lidocaina a 2% através do teste de
estimulacdo da polpa dentéria.

Apos a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracBes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinacdo do limiar de dor antes da aplicacdo
da lidocaina a 2%. Foram utilizados seis animais (n=6).***(p< 0,001) indica o indice de
significancia estatistica entre o limiar de dor do controle e o respectivo limiar nos Vvarios
tempos correspondentes ao estimulo da polpa.
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Figura 10- Avaliacdo da atividade anestésica local da lidocaina a 1% através do teste de
estimulagdo da polpa dentéria.

Apos a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracBes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinacao do limiar de dor antes da aplicacéo
da lidocaina a 1%. Foram utilizados seis animais (n=6). **(p<0,01), ***(p< 0,001) indicam os
indices de significancia estatistica entre o limiar de dor do controle e o respectivo limiar nos
varios tempos correspondentes ao estimulo da polpa.
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Figura 11 — Avaliacdo da atividade anestésica local da lidocaina a 0,5% através do teste
de estimulacdo da polpa dentaria.

Apos a aplicacdo de 0,6ml do anestésico local atraves de infiltracdes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrao de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinagdo do limiar de dor antes da aplicacao
da lidocaina a 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6).
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Figura 12 — Avaliacdo das atividades anestésicas locais da lidocaina a 2%, 1% e 0,5%
através do teste de estimulagdo da polpa dentéria.

Apo6s a aplicacdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracbes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, cm minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
loi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicacdo da lidocaina a 2%, 1% e 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6) para cada
concentracao *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,00l) indicam o indice de significancia
estatistica em cada um dos tempos utilizados para estimulagdo da polpa dentaria entre as doses
de 1% em relacéo a dose de 2% e a de 0,5% cm relagdo a dose de |%.
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Figura 13 - Avaliacdo da atividade anestésica local da bupivacaina a 0,5% através do teste
de estimulacéo da polpa dentéria.

Apbs a aplicacdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracbes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinacéo do limiar de dor antes da aplicacéo
da bupivacaina a 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6). ***(p< 0,001), **(p< 0,01)
indicam os indices de significancia estatistica entre o limiar de dor do controle e os respectivos
limiares nos varios tempos correspondentes ao estimulo da polpa.
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Figura 14- Avaliacdo da atividade anestésica local da bupivacaina a 0,25% através do
teste de estimulacéo da polpa dentaria.

Apo6s a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracBes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinacéo do limiar de dor antes da aplicagéo
da bupivacaina a 0,25%. Foram utilizados seis animais (n=6). ** (p< 0,01), ***(p< 0.001)
indicam o indices de significancia estatistica entre o limiar de dor do controle e o respectivo
limiar nos varios tempos correspondentes ao estimulo da polpa.
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Figura 15 - Avaliacdo da atividade anestésica local da bupivacaina a 0,125% atraves do

teste de estimulagdo da polpa dentéria.

Apobs a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltragdes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa O controle (c) equivale a determinacdo do limiar de dor antes da aplicacdo
da bupivacaina a 0,125%. Foram utilizados seis animais (n=6).
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Figura 16 - Avaliacdo das atividades anestésicas locais da bupivacaina a 0,5%, 0,25% e
0,125% através do teste de estimulagao da polpa dentéria.

Apos a aplicacdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltragdes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalm a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicagdo da bupivacaina. Foram utilizados seis animais (n=6) para cada concentragéo.
***(p<0,001) indica os indice de significancia estatistica em cada um dos tempos utilizados
para a estimulagdo da polpa dentaria entre as doses de 0,25% em relacdo a dose de 0,5% e
0,125% em relacdo a dose de 0,25%.
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Figura 17 -Avaliacdo da atividade anestésica local do fator a 0,5% através do teste de
estimulagdo da polpa dentaria.

Apbs a aplicacdo de 0,6ml do fator a 0,5% através de infiltragBes anestésicas na regido dos
incisivos superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo
de lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo
elétrico foi aplicado a polpa. O controle (c) equivale a determinagdo do limiar de dor antes da
aplicagdo do fator a 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6). *(p <0,05), ** (p< 0,01)
***(p< 0,001) indicam os indices de significAncia estatistica entre o limiar de dor do controle e
0 respectivo limiar nos varios tempos correspondentes.
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Figura 18 - Avaliacdo da atividade anestésica local do fator 0,25% através do teste de
estimulagdo da polpa dentaria.

Apbs a aplicagdo de 0,6ml do fator através de infiltracdes na regido dos incisivos superiores do
coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrao de lambida e mordida.
O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico foi aplicado a polpa.
O controle (c) equivale a determinacdo do limiar de dor antes da aplicacdo do fator a 0,25%.
Foram utilizados seis animais (n=6). **(p<0,01) e ***(p< 0,001) indicam os indices de
significancia estatistica entre o limiar de dor do controle e o respectivo limiar nos varios
tempos correspondentes ao estimulo da polpa dentaria.
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Figura 19 - Avaliacdo da atividade anestésica local do fator 0,125% através do teste de
estimulacdo da polpa dentéria.

Apbs a aplicagdo de 0,6ml do fator através de infiltrages na regido dos incisivos superiores do
coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de lambida e mordida.
O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico foi aplicado a polpa.
O controle (c) equivale a determinacédo do limiar de dor antes da aplicacdo do fator a 0.125%.
Foram utilizados seis animais (n=6). *(p=0,03) indica o indice de significncia estatistica entre
o limiar de dor do controle e o limiar de dor no tempo 10.
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Figura 20- Avaliacdo das atividades anestésicas Socais do fator a 0,5%, 0,25% e 0,125%
através do teste de estimulacdo da polpa dentaria.

Apos a aplicacdo de 0,6ml do lator através de infiltragdes na regido dos incisivos superiores do
coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de lambida e mordida.
O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico foi aplicado & polpa.
Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da aplicacdo do fator a
0,125% 0,25 e 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6) para cada concentracdo .
***(p<0,001) indica os indice de significancia estatistica em cada um dos tempos utilizados
para a estimulacdo da polpa dentéria entre as doses de 0,25% em relacdo & dose de 0,5% e
0,125%) em relacdo a dose 0,25%
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Figura 21- Comparacdo da atividade anestésica local do fator a 0,5% e a lidocaina a 2%,
utilizando o método de estimulacédo da polpa dentaria.

Apos a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracdes na regido dos incisivos
superiores do coelho obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicacdo da lidocaina 2% e do fator 0,5% . Foram utilizados seis animais (n=6) para cada
concentragdo. *(p<0,05), ***(p< 0.001) indicam os indices de significancia estatistica em cada
medida dos diversos tempos entre o limiar obtido com o fator a 0.5% e a lidocaina a 2%.
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Figura 22- Comparacédo da atividade anestésica local do fator a 0,5% e da bupivacaina a
0,5%, utilizando o método de estimulagdo da polpa dentéaria.

Apos a aplicacdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltragdes na regido dos incisivos
superiores do coelho, obteve-se o limiar de dor (volts) através de tuna resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicacdo do fator a 0,5% e bupivacaina a 0,5%. Foram utilizados seis animais (n=6) para
cada concentragdo. ***(p< 0.001), **(p< 0,01) indicam os indices de significancia estatistica
em cada medida dos diversos tempos entre o limiar obtido com o fator a 0,5% e a bupivacaina
a 0,5%.
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Figura 23 - Comparacédo da atividade anestésica local do fator a 0,25% e da lidocaina a
1% utilizando o método de estimulacdo da polpa dentéria.

Apbs a aplicagcdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltracBes na regido dos incisivos
superiores do coelho, obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrdo de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicacdo do fator a 0,25% e da lidocaina a 1%. Foram utilizados seis animais (n=6) para
cada concentragdo. **(p<0,01) e ***(p< 0,001) indicam os indice de significancia estatistica
em cada medida dos diversos tempos entre o limiar obtido com o fator a 0,25% e a lidocaina a
1%.
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Figura 24 - Comparacédo da atividade anestésica local do fator a 0,25% e da bupivacaina
a 0,25% utilizando o método de estimulacdo da polpa dentéria.

Apbs a aplicagdo de 0,6ml do anestésico local através de infiltragbes na regido dos incisivos
superiores do coelho, obteve-se o limiar de dor (volts) através de uma resposta padrao de
lambida e mordida. O tempo, em minutos, corresponde ao periodo em que o estimulo elétrico
foi aplicado a polpa. Os controles (c) equivalem a determinacdo do limiar de dor antes da
aplicacdo do fator a 0,25% e bupivacaina 0,25%. Foram utilizados seis animais (n=6) para
cada concentracdo. *(p <0,05) e **(p<0,01) indicam os indices de significancia estatistica em
cada medida dos diversos tempos entre limiar obtido com o fator a 0,25% e a bupivacaina a
0,25%.
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Figura 25- Comparacao da atividade anestésica local maxima do fator a 0,125%, 0,25% e
0,5% com bupivacaina 0,125%, 0,25% e 0,5% e lidocaina 2%, 1% e 0.5% utilizando o
método de estimulacdo da polpa dentéria.

Apds a aplicacdo de O.6rni do anestésico local através de infiltragbes na regido dos incisivos
superiores do coelho, obteve-se o limiar de dor méaximo (volts) através de uma resposta padréo
de lambida e mordida. Foram utilizados seis animais (n=6) para cada concentragdo. Os pontos
representam as atividades anestésicas locais maximas obtidas em diferentes concentra¢des do
fator, da bupivacaina e da lidocaina. A anélise estatistica foi realizada isoladamente entre o0s
pontos correspondentes a 0,5% do fator com 0,5% da bupivacaina (p<0,001) e com 2% da
lidocaina (p<0,001). a 0,25% do fator com 0,25% da bupivacaina (p<0,0l) e com 1% da
lidocaina (p<0,05), e 0,125% da fator com 0,125% da bupivacaina e com 0.5% da lidocaina
(p>0,05).
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BISCUSSAO

Por toda a Historia, as toxinas tém fascinado os homens. Toxinas animais
ttm feito uma significante contribuicdo na melhoria do conhecimento da

fisiologia e farmacologia humanas (Habermehl, 1981; Karalliedde, 1995).

Os sapos eram tidos na Antiguidade, como animais extremamente
venenosos. Na ldade Média a secrecdo de sua pele era empregada na elaboracao
de numerosos venenos que, segundo sua composicdo, podiam determinar morte
lenta ou rapida (Habermehl, 1981; Sebben et al, 1993). Suas secre¢des cutaneas
foram usadas em misturas para envenenamento de pessoas em tempos antigos,
indios brasileiros costumavam assar e moer o sapo “cururu” (provavelmente Bufo
paracnemis) para fazer um p6 do qual se faziam porc¢des que eram administradas
secretamente e em pequenas quantidades de cada vez. Os sintomas de
envenenamento eram dentre outros inflamacdo da boca e garganta, soluco,

vomito, desinteria, desmaio, convulsdes e delirio (Toledo & Jared, 1995).

A utilizacdo das secrecBes de anfibios ndo teve porém, fins estritamente
maléficos. No oeste e no sudeste da Asia, utiliza-se ha séculos o veneno de sapos
do género Bufo em preparados galénicos denominados Ch’an Su ou Senso. Este
trata-se, provavelmente, do primeiro e mais antigo uso de um veneno de origem
animal em terapéutica (Sebben et al,1993). Durante séculos o Ch’an Su vem
sendo utilizado contra vérias afeccdes como a sinusite, inflamacdes locais,
hemorragias gengivais, dor de dente e resfriados, neste ultimo caso sob forma de
pilulas. Sob o ponto de vista farmacologico, ha informacdes de que o veneno de

sapo influencie positivamente na cicatrizacdo de feridas na pele. Esse veneno em
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contato com a mucosa bucal, tem efeito toxico, as vezes letal para muitas espécies
de animais (Toledo & Jared, 1989).

A toxicidade do veneno desses anfibios tem sido sempre relacionada a
componentes da natureza esterdide sendo que, uma grande parte dos efeitos
toxicos do veneno do Bufo paracnemis é atribuido a acdo das bufogeninas
(bufadienolideos) (Toledo & Jared, 1989). Observac@es publicadas ha mais de
vinte anos atribuiam também a acdo anestésica local desse veneno sobre a boca e
a lingua do homem e animais, a acdo das bufogeninas (Chen & Kovarikota, 1967;
Yoshida, 1976). Entretanto, apenas recentemente, foi isolado parcialmente um
fator do veneno do Bufo paracnemis com acdo anestésica local mais potente e
com maior duracdo que aquelas da lidocaina e bupivacaina (Patrocinio, 1997;
Evangelista, 2001). A determinacdo de sua estrutura quimica estad em fase final.

Atualmente tenta-se elucidar o mecanismo de agdo.

O veneno dissolvido com etanol durante 24 horas mostrou ser um
procedimento bastante eficaz para solubilizar o fator com atividade anestésica. O
HPLC fracionou o sobrenadante extraido, em etanol, em varios picos. Por esse
procedimento € possivel realizar separacdes e andlises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucédo, eficiéncia e sensibilidade (Lindsay, 1992).
Através de um sistema isocratico de acetonitrila a 40% a purificacdo do fator
com atividade anestésica foi obtida através de um Unico passo. Utilizando-se uma
coluna semi-preparativa CI8 foi possivel obter-se grandes quantidades do fator,
de maneira rapida e reprodutiva, o que foi fundamental para a realizacdo dos
diversos ensaios utilizados. Em cada ensaio foram injetados 1,7 ml ou seja 280

mg do veneno bruto. Assim, foi possivel obter-se cerca de 5 mg do fator
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purificado em cada cromatografia. Apos uma jornada de 10 horas de trabalho um

minimo de 8 cromatografias eram realizadas obtendo-se ao final 40 mg do fator.

O pico 2 apds passagem em HPLC com coluna analitica revelou um
elevadissimo grau de pureza do material evidenciada pela inexisténcia de outros
picos. A aparente auséncia de contaminacdo do material sugere fortemente que a

atividade anestésica local encontrada fosse decorrente do fator.

Ja que a dor é um efeito subjetivo, a acdo anestésica deveria ser avaliada no
homem. De qualquer modo, por razdes de seguranca, antes dos testes no homem é

necessario avaliar a atividade anestésica em animais (Piercey e Schroeder, 1980).

Varios testes anestésicos tém sido usados para determinar atividade e
poténcia anestésica, incluido blogueio motor em cdes usando implantes de cateter
epidural para administrar anestésicos, blogueio sensorial em macacos depois de
injecdo intratecal, resposta comportamental do sagui a pressdo digital depois de
injecdo intratecal, bloqueio de conducdo depois da injecdo intratecal em ratos e
bloqueio de conducdo em ratos e camundongos depois da injecdo de anestésicos
na base da cauda (Thut et al.,, 1995). O bloqueio de conducéo induzido por
anestésicos locais tem sido avaliado em vérias espécies incluindo cobaios, ratos,
camundongos, carneiros, gatos, macacos, coelhos e cachorros. Alguns desses
modelos avaliam apenas o blogueio motor, enquanto outros avaliam o bloqueio
sensorial usando indicadores imprecisos como vocalizacdo ou resposta

comportamental a pressédo digital (Grant et al, 1993).

O método de estimulacdo da polpa dentaria é tido como o método mais

seguro para avaliar a atividade anestésica local possibilitando uma analise
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guantitativa e qualitativa para anestésicos de poténcia média a elevada (Piercey &
Schroeder, 1980). Além disso, poucos animais sdo requeridos para a obtencdo
das curvas dose-resposta. A medida das respostas é feita apos infiltracdo nos
tecidos maxilares, de maneira semelhante a utilizada na clinica odontolégica
(Thut et al, 1995).

Este método foi primeiramente utilizado para testar a atividade analgésica
central em coelhos e vem sendo desde entdo aplicado por varios autores a varias
espécies de animais (Piercey & Schroeder, 1980; Thut et al., 1995). O teste de
estimulacédo da polpa dentéria tem sido utilizado com sucesso para acompanhar a
poténcia, eficacia e duracdo de antinocicepcdo de analgésicos ndo opiodides,
analgésicos opioides, drogas antiinflamatdrias e antipiréticas ap0s injecdo
intravenosa ou intramuscular (Piercey & Schoeder, 1980; Thut et al., 1995; Vogei
& Vogei, 1997). Ja que o método é sensivel a uma ampla variedade de
componentes antinociceptivos, ele tem sido também usado para detectar a
antinocicepcdo dos anestésicos locais apos infiltracdo nos tecidos maxilares (Thut
et al., 1995).

A estimulacdo da polpa dentaria do coelho por estimulo elétrico induz
reacOes caracteristicas como: lambida, mordida, mastigacdo e agitacdo da cabeca
que podem ser facilmente observadas (Vogei & Vogei, 1997). Como as drogas
anestésicas locais infiltradas ao redor dos nervos dos apices dentarios da arcada
maxilar e mandibular no homem, normalmente produzem anestesia efetiva para
aliviar a dor de dente em procedimentos como extracdes e restauragdes, 0 mesmo
deve acontecer em relacdo ao blogueio da dor causada pelo estimulo elétrico em
coelhos (Anderson & Pearl, 1975; Azerad & Woda, 1977; Thut et al, 1995).
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Utilizando o método de estimulacdo da polpa dentéria, os nossos resultados
mostraram claramente que o fator isolado do veneno do Bufo paracnemis
apresentou nas concentragoes de 0.5% e 0.25% maior poténcia e duragéo
anestésica semelhante a bupivacaina (anestésico local de longa duracdo) nas
mesmas concentragOes,respectivamente. O fator nas doses de 0.5% e 0.25%,
apresentou maior poténcia e duracdo anestésica que a lidocaina nas
concentracbes de 2% e 1%, respectivamente. As raz0es para explicar esses
resultados sdo, no momento, dificeis de encontrar, uma vez que o mecanismo de
acdo do fator é ainda desconhecido. A estrutura parcial do fator enquadra-o no
grupo dos bufadienolideos, substancias compostas fundamentalmente de um
grupamento esterdide ligado a uma P-lactona. Diferem, portanto, dos anestésicos
locais classicos que apresentam uma estrutura contendo um grupamento éster ou

amida, essencial para a atividade anestésica.

E conhecido que os bufadienolideos inibem a NatK+ATPase, de maneira
semelhante aos digitalicos. Entretanto esse mecanismo parece ndo estar envolvido
no bloqueio de transmissdo do potencial do nervo, uma vez que bufadienolideos
como a marinobufagina, que também apresenta forte atividade inibitéria sobre a
Na+K+ATPase, é completamente destituida de acdo anestésica local (resultados
ndo publicados do nosso laboratério). Portanto, serdo necessarios estudos
aprofundados, como o “patch-clamp”, para se tentar elucidar o mecanismo de

acao desse fator.

O primeiro anestésico local de significado clinico a ser utilizado foi a
cocaina. No entanto, tornou-se evidente que ela possuia pelo menos duas
propriedades indesejaveis a saber: toxicidade acentuada e capacidade de induzir

dependéncia. Iniciaram-se, entdo, pesquisas no sentido de encontrar produtos
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substitutos que tivessem as mesmas propriedades anestésicas locais, sem seus

efeitos colaterais indesejaveis (Booth, 1992).

A identificacdo da cocaina como derivado do acido benzédico possibilitou a
sintese da benzocaina, também éster do &cido benzdico. Em 1905 foi sintetizada a
procaina, anestésico local mais hidrossolivel e menos toxica que a benzocaina,
compativel com o uso sistémico. Com a sintese da lidocaina, em 1943, iniciou-se

a era dos anestésicos locais tipo amida (Carvalho, 1994).

Portanto, tem-se estimulado a busca de novos produtos com maior atividade

anestésica local e menor toxicidade.

As propriedades farmacoldgicos consideradas importantes do ponto de vista
clinico para os anestésicos locais, incluem poténcia, laténcia para a producédo do

efeito, duracdo de acéo e toxicidade (Berde e Strichartz, 2000).

Em trés ensaios farmacoldgicos realizados anteriormente em nosso
laboratério (anestesia por infiltracdo de superficie em cobaios, infiltracdo de
anestésico local na base da cauda de camundongos e anestesia de superficie na
cornea de coelhos) para a avaliacdo da atividade anestésica local, o fator
apresentou poténcia e tempo de duracdo anestésica superiores aos da lidocaina e
bupivacaina (Carvalho, 2001). Estes dados podem estar relacionados com a
estrutura esteroidal da molécula, o que Ihe confere uma caracteristica lipoproteica
(Evangelista, 2001). Sabe-se que os lipidios e as proteinas exercem um papel
fundamental na organizacdo molecular da membrana neuronal. Isso sugere que as
propriedades fisico-quimicas dos anesteésicos locais, especificamente a

solubilidade em lipidios e a ligacdo a proteinas, sdo importantes em termos da
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interacdo final entre as drogas anestésicas locais e a membrana do nervo e seu
consequente  efeito bioldgico. Drogas com maior solubilidade lipidica,
apresentam mais facil difusibilidade através da bainha de mielina e da membrana
axonal, apresentando periodo de laténcia mais curto. A maior capacidade de
ligacdo a proteina implica em maior grau de atracdo ao componente protéico da
membrana e, consequentemente, maior poténcia anestésica intrinseca e duracao

de acdo mais longa (Covino e Vassalo, 1985).

A grande duracdo de acdo do fator pode se dever também, pelo menos
parcialmente, ao fato de ele e outras bufogeninas apresentarem forte acéo
vasoconstritora. Essa propriedade pode vir a tornar-se importante no futuro, caso
ela venha a ser utilizada clinicamente, pois diminuiria a necessidade do uso de
vasoconstritores, o que ocorre frequentemente com o0s anestésicos locais
classicos. Essa associacdo com vasoconstritores apesar de ser usada com intuito
de diminuir o sangramento e aumentar o tempo de acdo dos anestésicos locais
classicos, pode trazer também importantes efeitos colaterais em pacientes com

problemas cardiovasculares (Carvalho, 2001).

Assim, o efeito anestésico dos agentes com duracdo de agdo curta e
intermediéaria pode ser prolongado através do aumento da dose ou pelo acréscimo
de um agente vasoconstritor como a epinefrina ou fenilefrina. O Vasoconstritor
retarda a remocdo da droga do sitio de injecdo. Além disso, diminui o nivel
sanguineo da droga e, portanto, a chance de toxicidade (Berde e Strichartz, 2000).
Entretanto, os anestésicos de duracdo intrinsecamente longa, como a bupivacaina,
ndo se beneficiam tanto quanto os de duracdo moderada ou curta, como a

lidocaina e a prilocaina (Covino e Vassalo, 1985).
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Entretanto, a absorcdo sistémica de vasoconstritores pode provocar reacoes
indesejaveis como hipertensdo e taquicardia. Devem ser evitadas em
extremidades ou circulagcbes terminais e em pacientes com problemas
cardiovasculares graves. Pode também retardar a cicatrizagdo das feridas,
promover edema ou necrose local devido, principalmente, a reducdo do consumo
de oxigénio tecidual que, associado a vasoconstricdo, causa hipéxia e lesdo
tecidual (Cortopassi et al, 2000). Portanto, a possivel utilizacdo clinica do nosso

fator futuramente podera dispensar o uso de um vasoconstritor.

O fator apresentou uma laténcia da agdo anestésica local de dois a trés
minutos maior que aquelas da lidocaina e bupivacaina nas preparacoes da cérnea
de coelho e cauda de camundongo. Essa diferenca foi de apenas cerca de um
minuto na infiltracdo intradérmica (Evangelista, 2001). Entretanto, através do
método de estimulacdo da polpa dentéria, ndo observamos diferenca na laténcia
do fator em relacdo a lidocaina e bupivacaina que encontra-se nos cinco minutos

iniciais.

Resultados anteriores em nosso laboratorio revelaram que o fator tem uma
DL5 por via intraperitoneal (50 mg/Kg) maior que aquelas da lidocaina
(40mg/Kg) e da bupivacaina (30 mg/Kg). Por via intravenosa, o fator também
apresentou uma DL50 (30 mg/Kg) maior que aquelas da lidocaina (18 mg/Kg) e
da bupivacaina (7 mg/Kg) (Evangelista, 2001). Embora estudos mais
aprofundados devam ser realizados, esses resultados sugerem que o fator
apresente uma toxicidez aguda menor que aquela dos anestésicos locais classicos.
Essa propriedade também pode vir a tornar-se importante no futuro, caso essa

substancia venha a ser utilizada clinicamente (Carvalho, 2001).
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Como os anestésicos locais classicos podem agir sobre qualquer membrana
excitavel, os sistemas cardiovascular e nervoso central sdo particularmente
susceptiveis a acdo do anestésico local. Os efeitos do fator sobre o coragdo, assim
como os de outras bufogeninas, sdo relativamente bem conhecidas, conforme
vimos na introdugdo. Entretanto as suas acgdes sobre o sistema nervoso,

particularmente a atividade anestésica local, eram até entdo desconhecidas .

Como observamos, o fator extraido do veneno das glandulas parotdides do
Bufo paracnemis mostrou atividade anestésica local de grande poténcia e longa
duracdo. Caso esta substancia venha a ser utilizada clinicamente, sua indicacdo
na clinica odontoldgica devera ser para procedimentos como cirurgia buco-
maxilo-faciais ou qualquer outro procedimento mais demorado, assim como

ocorre com a bupivacaina.

Concluindo, os resultados apresentados mostraram uma total purificacéo de
um fator extraido das secrecdes cutaneas do Bufo paracnemis que possui um
potente atividade anestéesica local, longo tempo de duracdo e baixa toxicidade,
tornando-se, portanto, uma substancia promissora como instrumento para a

pesquisa de uma nova classe de anestésicos locais para uso odontoldgico.
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6. CONCLUSOES

1.Uma substancia com atividade anestésica foi isolada das glandulas parotdides

do Bufo paracnemis.

2.Uma proposic¢do estrutural foi determinada com a formula de C24H3405 e com

peso de 402 Da, pertencente ao grupo das bufogeninas.

3.0 teste de estimulacdo da polpa dentaria foi efetivo para anéalise quantitativa e
qualitativa da atividade anestésica local desse fator e dos outros anestésicos locais

classicos utilizados.

4.No teste de estimulacdo da polpa dentéria o fator a 0,25% e 0,5% apresentou
maior poténcia e duracdo anestésica semelhante a bupivacaina nas mesmas
concentracOes, respectivamente. O fator nas concentracdes de 0,25% e 0,5%
apresentou também maior poténcia e duracdo anestésica que a lidocaina nas

concentracfes de 1% e 2%, respectivamente.

5.Esta substancia podera servir como instrumento de pesquisa de uma nova classe
de drogas anestésicas locais com alta poténcia, longo tempo de duracdo anestésica
e com baixa toxicidade. Assim, torna-se promissora para uso clinico em

odontologia.
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