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RESUMO

A pele do anfibios possui uma diversidade de substancias, tais como
aminas biogénicas, alcaldides, esterdides, proteinas e peptidios que suscitam
muitos efeitos farmacoldgicos. Neste estudo, foi purificado e caracterizado um

fator com uma atividade anestésica local.

O veneno extraido das glandulas paratoides do Bufo paracnemis foi
dissolvido em etanol (1:5; p:v). e foi mantido a 4 °C durante toda a noite. A
mistura foi centrifugada a 5000 g por 15 minutos e o material precipitado foi
descartado. O sobrenadante foi fracionado em HPLC (cromatografia liquida de
alta performance), usando uma coluna C-18 (2,5x30 cm), eluido com um fluxo de
7 ml/min com um gradiente isocratico de acetonitrila a 40%. As fra¢des foram
liofilizadas para bioensaio. Um pico, que apresentou paralisia motora apds injecao

intraperitonial em camundongos, foi coletado para estudos farmacolégicos.

A fracdo purificada bloqueou o reflexo comeo-palpebral em coelhos. Este
pico causou reducdo concentracdo-dependente na preparagdo nervo frénico-
diafragma de ratos. Esta inibicdo foi completa em altas concentracfes do fator. O
pico também aboliu a contracdo evocada eletricamente no musculo longitudinal
do canal deferente de camundongos. O pico purificado diminuiu o tempo de
lambida na primeira fase e aboliu este tempo na segunda fase do teste da

formalina em camundongos.
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O grau de pureza do material foi demonstrado por cromatografia de camada
delgada. Foram executadas espectroscopia de infravermelho e espectrometria de
massas. O peso molecular do material foi determinado, com valor de 402 Da. Sua
estrutura pertence a familia do grupo dos esterdides; é uma bufogenina. Foi
determinada uma proposicdo estrutural do fator e ndo héa relatos na literatura de

atividade anestésica local deste fator purificado.

Em concluséo, os resultados apresentados neste estudo mostram a total
purificacdo de um potente fator com atividade anestésica local das secrecBes da
pele do Bufo paracnemis, que podera ser usado com fins terapéuticos em seres

humanos.
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ABSTRACT

Amphibian skin has a diversity of substances, such as biogenic amines,
alcaloids, steroids, proteins and peptides that evoke many pharmacological
effects. In this study it was purified and characterized a factor with a local

anesthetic activity.

The venom extracted from Bufo paracnemis paratoid glands was dissolved in
ethanol (1:5; w:v) and it was kept at 4 °C ovemight. Then the mixture was
centrifugated at 5000 g for 5 minutes and the pellets were discarded. The
supematant was fractionated by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) using a C 18 column (2,5x30 cm) eluted with a flow of 7 ml/min with a
gradient of 0-40% acetonitrile. The fractions were lyophilized for bioassay. A
peak that presented motor paralysis after i.p. injection in mice was collected for

further pharmacological studies.

The fraction blocked comeal reflex in rabbit. This peak caused concentration
dependent reduction in the rat phrenic nerve-diaphragm preparation. This
inhibition was complete in high concentrations of the factor. The peak abolished
the electrically evoked contraction on the longitudinal muscle of the mouse vas
deferens. It decreased licking in the first phase and it abolished licking in the

second phase ofthe formalin test in mice.

The purity ofthis factor was also demonstrated by thin layer chromatography.
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There were performed infrared spectroscopy and mass spectrometry. The
molecular weight was determined and it was 402 Da. Its structure belongs the
family of the group of the steroids. It’s a bufogenin. It was made a structural

proposition and nothing is known ofthe activity ofthis purified factor.

In conclusion, the results presented in this study showed the total purification

of a potent local anesthetic factor from Bufo paracnemis skin secretions that may

be used in future human therapeutics.
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1- INTRODUCAO
1.1- REVISAO DOS ANFIBIOS
1.1.1- Histéria e Evolugéo

Emergindo dos mares Devonianos, na era paleozoica, ha 300-350 milhdes
de anos atrds, os anfibios conquistaram o ambiente terrestre, sofrendo

profundas mudancas evolutivas (Lazarus & Attila, 1993).

Os anfibios foram o primeiro grupo de vertebrados a viver no ambiente
terrestre. Sd0 membros da Classe Amphibia, Subfilo Vertebrata, Filo
Chordata, Reino Animalia e formam as seguintes ordens: Anura ou Salientia
(sapos e ras), Urodela ou Caudata (salamandras e tritdes) e Apoda ou

Gymnophiona (cobras-cegas ou cecilias) (Storer et al., 1985).

O nome da classe anfibio deriva do grego amphibios ( gr. amphi, dual e
bios, vida) que significa “vivendo uma vida dupla”. A palavra define um

animal que vive tanto na agua como na terra (Duellman, 1992).

Tanto na estrutura como na fungdo, os anfibios situam-se entre os peixes
e 0s répteis, sendo o primeiro grupo de cordados a viver fora da dgua. Alguns

caracteres novos 0s adaptaram para a vida terrestre (Storer et al., 1985).



A transicdo da &gua para a terra envolveu modificacdo do corpo para
andar em terra firme, retendo ainda a capacidade de nadar; desenvolvimento de
patas em lugar de nadadeiras pares; modificacOes da pele para facilitar a
respiracdo; maior énfase na respiragdo pulmonar; modificacdes no aparelho
circulatério para permitir a respiracdo pelos pulmdes e pele; modificacdes no
metabolismo e na excrecdo para formar menos produtos nitrogenados toxicos
de excrecdo e aquisicdo de 6rgdos dos sentidos que funcionam tanto no ar

como na agua (Storer et al., 1985; Duellman, 1992).

Apesar de suas muitas adaptacOes para a vida no ambiente terrestre, 0s
anfibios, como grupo, limitaram sua expansdo para os ambientes secos devido
a sua dependéncia da respiracdo cutanea, incapacidade de produzir uma urina
concentrada e devido a incapacidade de produzir um ovo terrestre resistente a

dessecacdo ( Storer et al., 1985).

1.1.2- Distribuicao

Os anfibios vivem espalhados por todo o mundo, exceto Antartida e
Groenlandia. Eles vivem principalmente na dgua ou em lugares umidos, nunca
no mar. S80 comuns em regifes temperadas Umidas, mais abundantes em
florestas tropicais. Diversas rds atingem o circulo polar artico; uma ra e uma
perereca sdo encontradas acima de 3.659 metros na Serra Nevada da
Califérnia; e um sapo (Bufo) vive acima de 4.870 metros nos Andes. 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 e sdo animais com habitos noturnos (Storer

et al., 1985).

Todos os anfibios precisam evitar a seca e temperaturas extremas porque
ndo tém regulacdo da temperatura do corpo e podem perder facilmente agua
através de sua pele. Durante o inverno os sapos enterram-se ou vao até abaixo
da linha de congelacdo. Na hibernacéo todos os processos vitais sdo reduzidos,
0s batimentos cardiacos sdo lentos e o animal subsiste de material armazenado

no corpo, incluindo o glicogénio no figado (Storer et al., 1985).

Os anfibios resistem a dessecacdo por meios comportamentais, estruturais
e fisioldgicos. Alguns mecanismos fisiologicos sdo liberacdo de secrecdo da
hipéfise (arginina-vasopressina) que reduz a quantidade de agua que sai pelos
rins (efeito antidiurético) e promove absorcdo de agua pela pele e a reabsorcéo
de agua armazenada na bexiga; aumento de retencdo de uréia, elevando a
osmolaridade dos tecidos e promove a absorcdo de agua e reduz a perda para
0 solo e aumento da tolerancia dos tecidos a perda de agua (Storer et al.,

1985).

Os ajustamentos comportamentais incluem reducdo da superficie exposta
do corpo, dobrando as pernas, fechando os olhos, achatando o corpo,
enrolando o corpo e a cauda; retirando-se para lugares umidos como fendas,
madeira em decomposicdo ou tocas de animais; cavando e permanecendo
inativos durante todo o tempo seco. Em ambientes secos, muitas espécies sao

ativas durante a noite quando a umidade do ar aumenta; outras, durante a



época da seca, escondem-se em cavidades subterraneas construidas por elas

(Storer et al., 1985).

1.1.3 Morfologia dos Anfibios

Os anfibios, como dito anteriormente, sdo divididos em &podes, urodelos
e anuros. Os apodes sdo animais de corpo vermiforme, sem apéndices
locomotores. Sdo apodes as cobras-cegas ou cecilias. Os urodelos tém corpo
alongado com dois pares de apéndices locomotores e cauda. Sdo exemplos
desse grupo as salamandras e tritdes. Os anuros sdo assim chamados por terem
a cauda atrofiada. Nao tém pescoco, os membros anteriores Sdo curtos e 0S
posteriores mais longos, adaptados para saltar. Sdo anuros o sapo, a rd e a

perereca (Marcondes & Lammoglia, 1991).

A morfologia externa dos anfibios esta descrita a partir do sapo (figura 1).
O corpo do sapo divide-se em cabeca, tronco e membros ndo havendo pescoco
e cauda. A cabeca e diferenciada e de forma triangular. Nela existe a boca,
uma abertura ampla em cujo interior esta a lingua,fixada anteriormente e por
isso pode ser lancada para longe, o que permite ao sapo coletar alimentos

(Marcondes & Lammoglia, 1991)

Lateral e superiormente a cabeca, hd dois olhos protegidos por trés
palpebras, uma superior, outra inferior e uma transversa. A transversa,
conhecida como nictitante, funciona a maneira de um péara-brisa de automovel

mantendo o olho limpo e espalhando a secrecdo lacrimal, o que impede o



ressecamento do olho quando aberto (Storer et al., 1985; Marcondes &

Lammoglia, 1991).

Figura 1. Bufo paracnemis (Fonte: Lutz)



Atras de cada olho hd uma depressdo redonda coberta por uma
membrana, o timpano, destinada a receber as ondas sonoras. A frente dos
olhos, ha dois orificios nasais, ligados a boca, providos de vélvulas para
impedir a entrada de agua. Logo atras dos timpanos estdo duas glandulas

parotdides que produzem secrecdo venenosa (Storer et al., 1985).

O tronco é globoso e levemente afilado junto a parte posterior. Os
membros sdo anteriores e posteriores. Os anteriores, mais curtos,
compreendem os bragos, os antebragos e as médos com quatro dedos. Os
posteriores, mais longos, apresentam coxas, pernas, tarsos e pés com dedos

(Marcondes & Lammoglia, 1991).

Al.4- Pele dos Anfibios: Fonte de substancias biologicamente ativas

A pele dos anfibios é permeavel a agua, preenchida com glandulas, e
frequentemente colorida. A tonalidade escura da pele dos anfibios, com
sombras do castanho ao negro, é produzida pela melanina, um pigmento
escuro, usualmente achado nos melanoforos da pele nos quais o pigmento
pode-se encontrar disperso ou concentrado sob acdo hormonal (Stebbins &

Cohen, 1995).

Periodicamente, muitos anfibios mudam de pele. Uma secre¢cdo mucosa

pode ser observada entre as camadas cdrneas 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 (Toledo, 1984).

A pele dos anfibios e responsavel por varias funcgbes vitais tais como a
respiracdo, que complementa a pulmonar, a reproducéo, o transporte de agua e
eletrdlitos, a regulacdo da temperatura corpOrea, a defesa contra predadores,
dessecacdo e proliferacdo de microorganismos na superficie do corpo (Toledo

& Jared, 1989; Carvalho, 1995).

A pele nos trés grupos de anfibios é semelhante estruturalmente (figura
2). E um dos fatores que suporta uma origem comum para todos estes animais,
embora uma origem independente para as cecilias tenha sido proposta

(Stebbins & Cohen, 1995).

As secrecfes cutaneas ocorrem na camada dérmica da pele dos anfibios
através de glandulas distintas histologicamente, similares aquelas encontradas
nos peixes, indicando que a presenca de glandulas na pele precedeu a evolucédo
dos anfibios (Lazarus & Atila, 1993). As glandulas situam-se na superficie
dorsal do animal. As secrecbes sdo de dois tipos de glandulas alveolares
identificadas na derme desses vertebrados: as glandulas mucosas e as

granulosas (Neuwirth et al., 1979; Toledo, 1984; Flucher, 1986).



capilar

Figura 2. Corte vertical da pele de um anfibio mostrando camadas
celulares, glandulas, vasos sanguineos e outros componentes.

(Fonte: Stebbins, R.C. & Cohen, N.W., A natural history of amphibians)



As glandulas mucosas cutaneas dos anfibios eliminam um muco,
altamente hidréfilo, que mantém a superficie do corpo umedecida. Em razao
disso, a troca de gases entre a pele desses animais e 0 meio € facilitada. Esse
muco exerce, também, um papel defensivo, pois a sua natureza viscosa
dificulta a preensdo dos anfibios por eventuais predadores (Toledo & Jared,
1989). Esse muco também controla o pH e o grau de umidade da pele

propiciando as condigfes adequadas para a respiracdo cutanea (Toledo, 1984).

As glandulas mucosas produzem uma membrana que protege contra a
entrada de bactérias e fungos, reduz a friccdo na natacdo, e deixa o corpo

escorregadio, ajudando a escapar de predadores (Stebbins & Cohen, 1995).

Muito embora a secre¢cdo mucosa possa exercer um papel defensivo, é a
secrecdo granulosa a principal responsavel pela defesa passiva dos anfibios,
devido ao fato de ser tOxica para diversas espécies de vertebrados. A
morfologia das glandulas granulosas varia entre as diferentes espécies de
anfibios, podendo estarem dispersas ou concentradas em uma determinada
regido da pele do animal (Whitear, 1977; Toledo & Villa, 1987; Reilly et al.,
1993).

As glandulas granulosas, cuja secrecdo é frequentemente toxica ou
repelente, sdo dispersas na pele mas sdo abundantes na cabeca, dorso,
extremidades ou sdo agrupadas, como as parotdides nos sapos (Stebbins &

Cohen, 1995).



As glandulas granulosas tém este nome devido a presenca de granulos
secretorios densos e acidofilos que, sendo morfologicamente distintos daqueles
encontrados em outros vertebrados, sofrem lise apds a descarga em meio

hipoténico (Camarédo, 1995).

Na pele de alguns anfibios, como os sapos, existem protuberancias
denominadas glandulas parotdides, dispostas uma de cada lado do corpo em
posicdo pés-orbital. As parotdides apresentam-se com muitos poros visiveis a
olho nu e exercem uma importante funcdo de defesa. Essa funcdo se deve a
eliminacdo de um veneno, geralmente de aspecto leitoso que é elaborado por

gléandulas granulares (Storer et al., 1985;Toledo & Jared, 1989).

O conteddo glandular é secretado sob regulacdo neuronal,
presumivelmente mediado por neuropeptideos e ocorre em resposta a uma
posicdo de defesa comportamental contra predadores. As glandulas depletam
rapidamente 80-90% de seus contetdos (lwamuro, 1981; Giovaninni, 1991)
um material viscoso, de aspecto leitoso, através de secrecdo do tipo holdcrina
ao invés de um mecanismo de exocitose classica. A secrecdo também pode ser
induzida por estimulacdo fisica do animal (manuseio), moderado choque
elétrico ou injecdo de adrenalina, noradrenalina, arginina vasotocina, arginina

vasotocinilglicina, todos mediados pelo sistema nervoso (Flucher, 1986).

ApoOs a deplecdo, sdo necessérias cerca de duas semanas em média para o
conteddo das glandulas serem sintetizadas, periodo em que permanecem

refratarias a estimulacédo adrenérgica (Hauser et al.,1990; Flucher et al., 1986).



A regeneracdo da glandula granulosa consiste em um rearranjo em
monocamadas de células secretorias intactas sobre a superficie luminal, dentro
das quais sdo formadas de modo continuo os granulos de estocagem. Trés a
quatro semanas Sdo nhecessarias para a regeneracdo completa da glandula

(Camaréo, 1995).

As glandulas granulosas sintetizam e estocam produtos para secrecdo, que
incluem cinco grandes grupos: (i) peptideos, sendo um grupo com atividade
antimicrobiana e outro com principio bioativo; (ii) proteinas, substancias
proteinaceas e enzimas; (iii) esterdides, cardiotdnicos e ndo cardiotbnicos; (iv)
alcaldides e (v) aminas biogénicas (Erspamer, 1984; Roseghini et al., 1986;

Lazarus & Attila, 1993; Carvalho, 1995).

A classe das aminas biogénicas consiste de trés grupos distintos, as
indoalquilaminas, imidazolalquilaminas e fenilalquilaminas, o ultimo dos quais
incluem neuromoduladores, como adrenalina, noradrenalina e dopamina

(Lazarus et al., 1994).

O grupo dos alcaldides provém dos géneros Dendrobates e Phyllobates,
gue incluem batracotoxinas, histrionicotoxinas, indolizidinas, pumiliotoxinas-
A, decahidroquinolonas, e numerosas classes menores, como gefirotoxinas,2,6
dissubstituidos piperidinas, alcaldides pirrolidinicos, piridil-piperidinas,
indolalcaldides, azatriciclododecenes, alcaldéides amidinicos, morfina,
tetrodotoxina e um grupo de alcaldides miscelaneos (Daly et al., 1987,

Lazarus, 1994; Daly, 1995).
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Quanto aos esterdides, ha os cardiotdonicos: as bufogeninas, também
denominadas bufaginas ou bufadiendlides e as bufotoxinas que sdo formadas
da unido da suberilarginina com bufogeninas e o0s ndo cardiot6nicos:
esgosterol, colesterol e o y-sitosterol (Toledo & Jared, 1989). As bufogeninas
constituem em uma familia de substancias heterociclicas que inibem a bomba

de Na/K-ATPase (Lazarus, 1994).

Héa uma grande variedade de peptideos na secrecdo cuténea dos anfibios:
a maioria exibe uma potente atividade biolégica em mamiferos, incluindo
taquicininas, bradicininas, ceruleinas, bombesinas, opidides, Xxenopsinas,
hormdnio liberador de Tireotropina, angiotensina; um outro grupo apresenta

atividade antimicrobiana, tais como a mangaininas, PGLa, XPF, LPF e CPF.

O grupo de proteinas e substancias proteinaceas envolve toxinas, tais
como a toxina do Triturus cristarus, a pseudo-tritontoxina e a do Pelobates
fuscus, enzimas envolvidas na biossintese, nas modificagfes pos-translacionais
(amidacgdo, sulfatacdo, isomerizagdo, etc.) e inativacdo de substancias; e
proteinas presentes em granulos secretérios, FIM-Al, Bl e CI, APEG-

proteina e p-galactosideo-lectina (Carvalho, 1995).

Varias enzimas foram identificadas em anfibios. Algumas enzimas sédo as
convertases, amidases (peptidil-glicina-a-hidroxi-peptidase e peptidil-hidoxi-
glicina N-C ligase),exopeptidases (dipeptidil-aminopeptidase e carboxipeptida-
se), endopeptidases (metaloprotease), e outras (Camardo, 1995; Carvalho,

1995).
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1.2- ANESTESICOS LOCAIS

1.2.1 Historico

Embora as folhas da planta nativa Erythroxylon coca tenham sido
consumidas por indios da América do Sul durante milhares de anos e o efeito
de dorméncia produzido na boca e lingua ao mascar tais folhas seja conhecido
ha muito tempo, seu uso na pratica clinica somente foi tentado a partir do

século XIX (Rang et al., 1995).

As folhas da Erythroxylon coca contém a cocaina, alcaldide encontrado
em grandes quantidades (0,6 a 1,8%) nas folhas dos arbustos que crescem nos
Andes de 1.000 a 3.000 m acima do nivel do mar. Aproximadamente 9 milhdes
de quilogramas dessas folhas sdo consumidas anualmente por cerca de 2
milhdes de habitantes dos altiplanos do Peru, que mascam ou sugam as folhas,

devido a sensacdo de bem-estar que produzem (Ritchie & Greene, 1987).

As tentativas de isolar o principio ativo das folhas da coca resultaram na
extracdo dos alcaloides: eritroxila, por Gaedcke, em 1855 e cocaina, por Albert
Niemann, em 1860. Nieman, como muitos quimicos da época, provou seu novo
composto isolado e notou um entorpecimento da lingua (Covino & Vassalo,

1985; Covino, 1986; Catterall & Mackie, 1996).
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Em 1851, Charles Gabriel Pavraz, 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).

O uso potencial da cocaina, como anestésico local, foi primeiro descrito
por Moreno y Maiz, um cirurgido das Forcas Armadas Peruanas, em 1868 em

uma monografia (Covino & Vassalo, 1985; Carvalho, 1994).

Anrep, em 1880, descreveu que a cocaina injetada sob a pele causa perda
reversivel da sensibilidade e sugeriu que isto poderia ser clinicamente Gtil, mas

a idéia ndo foi levada adiante (Lee, 1985).

O uso clinico da cocaina foi iniciado realmente por dois jovens cientistas
vienenses, Sigmund Freud e Carl Koller. Em 1884, Freud realizou um estudo
geral sobre os efeitos fisiolégicos da cocaina. Ele estava particularmente
Iinteressado nas acdes centrais da droga, e utilizou-a para libertar um de seus
colegas do vicio da morfina (Hondeghem & Miller, 1994; Catterall & Mackie,
1996).

Koller, em 1884, instilou algumas gotas de solucdo de cocaina nos olhos
de alguns pacientes e produziu anestesia completa da cornea e da conjuntiva.
Constitui-se no primeiro a descrever a acdo fisiologica da cocaina e, além de
utilizar este farmaco como anestésico local em sua pratica oftalmoldgica,

realizou varias conferéncias relativas ao valor da cocaina como anestésico
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local (Collins, 1978). Em poucos anos a anestesia por cocaina foi introduzida

na odontologia e cirurgia geral (Rang & Dale, 1993).

Halsted, em 1885, relatou as suas interessantes experiéncias realizadas.
Grande parte do trabalho foi executado em uma barraca erguida proxima ao
Bellevue Hospital, em Nova York, pois era impossivel realizar e executar uma
cirurgia geral, com precaucdes anti-sépticas, no anfiteatro geral, onde
dominavam e predominavam numerosos cirurgides anti-Lister (Collins, 1978).
Halsted demonstrou a capacidade da cocaina de produzir bloqueio periférico.
Ele a utilizou para impedir a transmissdo nos troncos nervosos, criando 0s
alicerces da anestesia por bloqueio nervoso na cirurgia (Covino & Vassalo,
1985). No transcurso de seu trabalho, Halsted e seus colegas tomaram-se
toxicobmanos. Somente Halsted pdde vencer tal habito. Dois anos depois, ele ja
era capaz de mostrar sua energia que o levou a postos de lideranga nas

disciplinas de cirurgia e educacdo médica (Collins, 1978).

Leonard Corning, neurologista de Nova York, em 1885 experimentou
cdes, tentando produzir anestesia dos nervos raquideos. Repetiu 0 método em
um homem que sofria sindrome dolorosa espinhal e obteve anestesia, com
alivio da dor. Faltam detalhes, mas provavelmente ele conseguiu a anestesia

epidural (Collins, 1978).

Utilizando os conhecimentos da acdo anestésica e a técnica de puncéo
espinhal de Quincke, August Bier produziu anestesia subaracndidea em
animais e depois no homem, em 1898. Além de anestesiar seu assistente, ele

préprio se anestesiou (Collins, 1978).
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Os 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
sistémica, e os efeitos crénicos, das propriedades de produzir dependéncia. A
gravidade destas reagcOes adversas resultou em um grande esforco para
sintetizar substancias que possuissem propriedades anestésicas benéficas da
cocaina, mas sem se acompanhar de efeitos colaterais tdo sérios. (Covino &

Vassalo, 1985).

A identificagdo quimica da cocaina como ester do acido benzdico
conduziu a sintese de numerosos compostos, que sdo basicamente ésteres

derivados de acido benzoico (Covino & Vassalo, 1985).

A benzocaina, um anestésico local com baixa solubilidade em agua, foi
identificada por Ritsert em 1890. Devido a sua pouca solubilidade em agua,
que limita sua utilizagdo para injecdo, este composto permaneceu esquecido
por muitos anos. Finalmente, a benzocaina foi reconhecida como anestésico
topico eficaz, permenacendo atualmente como uma droga valiosa para a
obtencdo de anestesia de superficie das membranas mucosas (Covino &

Vassalo, 1985).

Em 1905, Eihom e Braun relataram a sintese da procaina, um éster do
acido para-aminobenzdico. A procaina era suficientemente hidrossoluvel em

solucdo, possuindo uma margem de seguranca local e sistémica aceitavel para



uso clinico, como agente injetavel e anestesia regional (Covino & Vassalo,

1985; Hondeghem & Miller, 1994).

Apbés o lancamento da procaina, varios compostos similares foram
sintetizados. A tetracaina, o mais potente da série dos ésteres do acido para-
aminobenzdico, surgiu em 1930. A cloroprocaina, 0 menos téxico deste grupo
quimico, foi descrita pela primeira vez em 1952. Estes dois derivados do &cido
para-aminobenzdico ainda sdo largamente usados clinicamente como

anestesicos locais (Covino & Vassalo, 1985).

Até meados do século XX, a maioria dos compostos anestésicos locais
sintetizados era de derivados do &cido benzoico. Infelizmente, a maior
desvantagem das substancias deste grupo quimico tem sido sua tendéncia a

produzir reacdes alérgicas, tipo sensibilizacdo (Covino & Vassalo, 1985).

Uma grande descoberta na quimica dos anestésicos locais aconteceu em
1943, com a sintese da lidocaina por Lofgren. A lidocaina representou a maior
descoberta quimica, em relacdo as drogas anestésicas locais anteriores, pois
ndo era um éster, mas uma amida derivada do acido dietilaminoacético. Os
compostos do tipo amida sdo relativamente livres de reaces de sensibilizacao.
Todos 0s novos anestésicos locais introduzidos na pratica clinica tém sido de
estrutura basica do tipo amida. A mepivacaina, prilocaina, etidocaina e
ropivacaina sdo aquisicdes posteriores dos anestesicos locais do tipo amida
(Hondeghem & Miller, 1994).

Até hoje, ndo hé substancias oriundas de animais que sdo utilizadas como

anestésicos locais.
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1.2.2 - Estrutura Quimica

A maioria dos agentes anestésicos locais empregados clinicamente é
constituida por um radical lipofilico e outro hidrofilico, unidos por uma cadeia

intermediaria (Borba, 1992).

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

reacOes (Carvalho, 1994).

A cadeia intermediaria é o esqueleto da molécula do anestésico.
VariagOes da cadeia intermediaria levam a variacdes tanto da poténcia como

da toxicidade dos anestésicos locais (Hondeghem & Miller, 1994).

O grupo hidrofilico da molécula é uma amina secundaria ou terciaria. E a
porcdo ionizavel da molécula que sofre influéncia do pH do meio (Pereira,

1996).

De acordo com a natureza da ligacdo entre o anel aromatico e o
grupamento amina (figura 3), os anestésicos locais sdo divididos em dois

gandes grupos: éster e amida (Borba, 1992). As principais diferencas entre o



grupo éster e o grupo amida relacionam-se ao local e ao tipo de metabolizacéo,

bem como ao potencial para produzir reacdes alérgicas (Pereira, 1996).

Os anestésicos locais sdo bases fracas, portanto insolGveis em agua. Para
gue se tomem hidrossoliveis sdo feitos reagir com o acido cloridrico. Desta
forma, em um frasco de anestésico local, tem-se a droga sob a forma de

cloridrato, em solucéo aquosa (Catchlove, 1972; Bokesh, 1987).

O peso molecular dos diferentes agentes anestésicos locais varia de 220 a
228 Da. Este fato é responsavel pelas pequenas diferencas em seu coeficiente
de difusdo aquosa, uma vez que este valor € inversamente relacionado a raiz

guadrada do peso molecular (Pereira, 1996).

A lipossolubilidade parece ser o principal determinante da poténcia
anestésica. O axolema é composto de 90% de lipides e 10% de proteinas.
Como resultado, compostos quimicos altamente lipofilicos tendem a penetrar
na membrana nervosa mais facilmente, atingindo o numero de moléculas

necessarias para obtencdo do bloqueio de conducdo nervosa (Pereira, 1996).
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BENZOCAINA
CH3
ET1DOCAINA LLDOCAINA MEPIVACAINA
PRAMOX1NA PRILOCAINA PROCAINA
PROPARACAINA TETRACAINA

Figura 3. Formulas estruturais de anestésicos locais usados na clinica

(Fonte: Barash, P.G., Cullen, B.F., Stoelting, R.K., Clinicai Anesthesia)
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O inicio do bloqueio de conducdo em nervos isolados € determinado,
primariamente, pelo pKa de cada anestésico individualmente. O pKa de um
composto quimico é o valor do pH no qual as formas ionizadas e ndo-ionizadas
estdo presentes em quantidades iguais. A forma eletricamente ndo carregada de
um agente é responsavel pela difusdo através das bainhas nervosas e
membrana neuronal e o inicio da acdo estad diretamente ligado a proporcédo do
composto que existe nesta forma (Eckenstam, 1966; Wildsmith et al., 1987;

Pereira, 1996).

1.2.3 Substancias exoéticas com atividade anestésica local

Existem compostos que apresentam atividade como anestésicos locais e
gue fogem a estrutura comum a esta classe de drogas. Tal grupo inclui
benzocaina e butamben (ésteres do acido p-aminobenzdico, como a procaina),

mas aos quais falta o grupo amino terminal (Borba, 1992)

Héa algumas biotoxinas que possuem atividade anestésica local potente. A
tetrodotoxina e saxitoxina incluem moléculas do tipo guanidina (Rang et al.,

1995).

A tetrodotoxina (TTX) é extraida dos ovarios e outros 6rgdos de peixes
da familia dos tetraodontideos, teledsteos, da ordem dos plectnognatos, cujos
maxilares sdo guarnecidos por placas e divididos ao meio. No Brasil é
conhecido por uma serie de nomes derivados da denominacéo principal baiacu,

assim denominado porque quando em perigo insufla-se, tomando-se quase uma
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esfera espinhosa. O “puffer fish”é mais encontrado ao longo das costas do
Japdo (Fuhrman, 1967; Covino & Vassalo, 1985; Borba,1992). A TTX

também é encontrada em urodelos (Toledo & Jared, 1995).

A saxitoxina (STX) é produzida por algas dinoflageladas marinhas da
especie Gonyaulax, quando presentes em grandes quantidades na agua dos
oceanos causam o fenémeno da maré vermelha. Os mariscos contaminados

pelas algas causam paralisia no homem por envenenamento (Borba, 1992).

1.2.4- Eletrofisiologia do nervo

Os sinais que passam de neurdnio a neurdnio sdo de natureza elétrica.
Estes sinais elétricos ocorrem como mudancas transitorias nas diferencas de
potencial elétrico através da membrana dos neurdnios. Tais potenciais sdo
gerados por gradientes idnicos. O citoplasma de um neurdnio em repouso tem
baixas concentracBes de sodio e cloro e alta concentracdo de potassio, em

relacdo ao fluido extracelular (Carvalho, 1994).

Um microeletrodo inserido no axoplasma de uma célula nervosa, em
repouso, registra uma diferenca de potencial de aproximadamente -60 mV. No
estado de repouso, a membrana é totalmente permeavel ao potassio e
praticamente impermeavel ao sdédio. A alta concentracdo de potassio
intracelular é mantida por forcas de atracdo de cargas negativas,
principalmente protéicas. O potencial de repouso de uma célula é
fundamentalmente dado pela relacdo intracelular/extracelular de potéssio

(Carvalho, 1994; Garrett & Grisham, 1995).
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Com a ativacdo da membrana por qualquer estimulo fisico, quimico ou
elétrico, aumenta progressivamente a permeabilidade ao sédio e o potencial
transmembrana se toma menos negativo, até atingir o potencial de deflagracéo,
guando a permeabilidade ao sédio aumenta muito. Desencadeia-se neste
momento o potencial de acdo. Como consequéncia dessa grande entrada de
carga positiva para o meio intracelular, inverte-se a polaridade da célula, que
agora contém mais cargas positivas dentro que fora da célula. Um eletrodo
colocado no meio intracelular registra uma diferenca de potencial positiva

(Carvalho, 1994).

Ao término da fase de despolarizacdo, a permeabilidade da membrana
celular aos ions sodio diminui e a permeabilidade ao potassio é elevada
grandemente. O potassio se move para fora da célula, o que produz
repolarizacdo da membrana, até que o equilibrio eletroquimico e o potencial de
repouso sejam atingidos. O fluxo de sédio para o interior da célula durante a
despolarizagdo, e de ions de potassio para fora durante a repolarizagdo séo
fendmenos passivos, pois cada ion esta se movendo no sentido do gradiente de

concentracdo (Covino & Vassalo, 1985).

Apbs retomo do potencial de membrana ao nivel de repouso, um pequeno
excesso de ions sédio encontra-se no interior da célula, enquanto que um
pequeno excesso de potassio permanece no exterior da célula nervosa. Apesar
do processo de excitacdo haver terminado e a célula se encontrar em repouso
elétrico, inicia-se um periodo metabolicamente ativo. A restauracdo de um

gradiente idnico normal, através da membrana, requer um gasto energeético
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para o transporte ativo dos ions, contra um gradiente de concentragdo (Covino
& Vassalo, 1985). Esse transporte ativo dos ions é possivel através do
funcionamento do que se denomina bomba de sbdio-potassio. A bomba
funciona levando os ions sodio para o exterior e 0s ions potassio para o interior
da célula, isto restabelece as diferencas de concentracdo entre o interior e 0

exterior da membrana (Garrett & Grisham, 1995).

1.2.5- Mecanismo de acdo dos Anestésicos locais

Embora os anestésicos locais alterem a condutancia aos ions potassio e
célcio através das membranas excitaveis, a inibicdo de influxo dos ions sédio
através da membrana celular neuronal é 0 mecanismo de acdo pelo qual todos
0s anestésicos locais produzem bloqueio do impulso nervoso (Courtney, 1987;

Carpenter & Mackey, 1997).

Os anestésicos locais bloqueiam a geracdo e conducdo dos impulsos
nervosos na membrana celular diminuindo, ou até mesmo impedindo, o grande
influxo de ions sodio que ocorre com a despolarizagdo da membrana (Borba,
1992). O potencial de membrana de repouso permanece inalterado, mas o

aumento da permeabilidade de sddio associado ao impulso nervoso € inibido.

Desde que muitos compostos quimicos exibem atividade anestésica local,
é improvavel que todos blogueiem a condutancia ao sédio da mesma maneira

(Gissen et al., 1980; Carpenter & Mackey, 1997).
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Diversas teorias tentam explicar o mecanismo de acdo dos anestésicos
locais. Elas incluem: inibicdo de influxo de sodio mediado pelo célcio;
interferéncia com a permeabilidade da membrana por expansdo do volume da
membrana; mudancas de carga na supeficie do axolema e interagdo com

receptor especifico na membrana neuronal (Carpenter & Mackey, 1997).

O deslocamento do calcio do sitio da membrana que controla a
permeabilidade ao sddio tem sido advogado como mecanismo da atividade
anestésica local. Aumentando-se a concentracdo do ion calcio ao redor do
nervo, pode-se antagonizar o bloqueio anestésico local, enquanto que
diminuindo-se a concentracdo do ion pode-se potencializar o bloqueio. Isso
sugere uma competicdo entre o anestésico local e o calcio ligado a membrana

(Pereira, 1996).

A teoria da expansdo da membrana prop8e que a interagdo de moléculas
anestésicas locais relativamente hidrofébicas com lipidios de membrana causa
uma alteracdo conformacional na organizacdo dos lipidios da membrana,
resultando em expansdo da membrana. A permeabilidade diminuida ao sédio
poderia ocorrer por um aumento na pressdo lateral na membrana, que
comprimiria diretamente os canais de s6dio, ou por mudanca conformacional
nas proteinas dos canais de sOdio causado por um aumento no grau de
desordem das moléculas lipidicas da membrana. Esta é essencialmente uma
extensdo da teoria de Meyer-Overton para anestésicos gerais e supfe um sitio

de acdo intramembrana para os anestésicos locais (Savarese & Covino, 1984).
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O conceito de expansdo da membrana é prontamente aplicavel a acdo de
substancias neutras como a benzocaina, mas ndo explica a atividade anestésica

local de moléculas carregadas (Savarese & Covino, 1984).

O terceiro mecanismo de acgdo proposto envolve a inducdo de alteragdes
na carga de superficie de membrana. As moléculas da membrana neuronal
contém extremidades hidrofilicas, anibnicas que estdo dispostas  nas
superficies externa (extracelular) e interna (axoplasmatica) da membrana,
ambas as superficies do axolema sdo negativamente carregadas em relacdo ao
interior da membrana. Essas cargas negativas atraem céations, tais como sédio e
célcio. Tais cargas podem atrair as moléculas anestésicas locais, alinhando a
molécula anestésica local carregada, hidrofilica na interface &gua-membrana e
a porcdo aromatica, ndo polar na membrana lipidica (Carpenter & Mackey,

1997).

A quarta teoria do mecanismo da acdo dos agentes anestesicos locais
propde que eles interagem diretamente com sitios de ligacdo especificos

dentro de canais de sodio (Butterworth & Strichartz, 1990).

H& um numero consideravel de dados de clampeamento de voltagem em
nervos de vertebrados e lulas, tudo em favor do mecanismo do bloqueio dos
canais de sodio. Durante véarios anos, foi observado que a atividade anestésica
local é fortemente pH-dependente, isto é, ocorre quando a proporcdo de
moléculas ionizadas é pequena. Isto foi considerado como indicacdo de que a

molécula ndo carregada era a espécie biologicamente ativa (Ritchie &
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Greengar, 1966), mas posteriormente foi demonstrado que esta pH-
dependéncia era revertida se a bainha de tecido conjuntivo que circunda 0s
axonios fosse removida. Assim, as espécies ndo carregadas eram necessarias
para a penetracdo na bainha, mas as espécies catidnicas poderiam ser
biologicamente ativas (Narahashi & Yamada, 1969; Frazier et al., 1969;

Narahashi et al., 1969; Narahashi & Frazier, 1971).

Estudos em axdnios de lula, que podem ser perfundidos intemamente com
solugBes farmacologicas e também expostos extemamente, resolveram o
problema mostrando que € a espécie catibnica a porcdo ativa, mas que
funciona a partir da superficie interna, e ndo externa, da membrana.(Rang et

al.,1995).

Os anestésicos locais convencionais, que sdo aminas terciarias ou
secundarias, atravessam a bainha e a membrana axonal na forma néo
carregada, mas atuam a partir da superficie interna da membrana axonal na

forma catiénica (Rang et al., 1995).

A pH-dependéncia pode ser clinicamente importante, desde que tecidos
inflamados sdo frequentemente é&cidos, e de algum modo resistentes aos

anestésicos locais (Rang et al., 1995).

A anélise posterior da acdo do anestésico local mostrou a propriedade de
bloqueio uso-dependente dos canais de sédio e também afetam, em parte, o
controle dos canais. A uso-dependéncia significa que quanto mais abertos 0s

canais, maior se toma o bloqueio. Com o0s anestésicos locais quaternarios
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funcionando a partir do interior da membrana, Strichartz em 1973 mostrou
claramente que os canais precisam passar repetidamente por seu estado aberto.
Por outro lado, com o0s anestésicos locais terciarios pode haver
desenvolvimento de blogueio, mesmo que os canais ndo estejam abertos (Rang

et al., 1995).

Os canais de sbédio do cérebro de mamiferos sdo complexos
heterotriméricos de proteinas glicosiladas. A subunidade a apresenta 260 kDa,
a 36 kDa e a p233 kDa. As subunidades a e p2 sdo covalentemente ligadas
por pontes de dissulfetos, enquanto a P! estd associada ndo covalentemente. A
grande subunidade alfa do canal de sodio contém quatro dominios (I a I1V) e
cada dominio apresenta seis segmentos transmembrana (SI a S6) em
configuracdo alfa-helicoidal. Cada dominio apresenta 300 a 400 aminoacidos,
com 50% de conservacdo na sequéncia de aminoédcidos (Catterall, 1992;

Garett & Grisham, 1995; Catterall & Mackie, 1996).

Ha uma hipotese de que a abertura de um canal voltagem-dependente
reflita as alteragbes conformacionais que resultam do movimento das cargas do
portdo (sensores de voltagem) em resposta as mudancas no potencial
transmembrana. As cargas do portdo estdo localizadas nas hélices dos
segmentos S4, que sdo hidrofdbicas e tém cargas positivas, e contém residuos
de lisina ou arginina em cada terceira posicdo. Esses poderiam mover-se,
causando uma série de alteracdes na configuracdo dos quatro dominios,
levando ao estado aberto do canal (Garrett & Grisham, 1995; Hille & Catterall,

1995; Catterall & Mackie, 1996).
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Subunidade P! Subunidade a Subunidade p?

+

Substrato para
© fosforilagéo através

de proteina cinase

dependente de AMPc

Substrato para
proteina cinase C

Modulagéo

Figura 4. Representacdo bidimensional das subunidades a (centro), Pi

(esquerda) e p2 (direita) do canal de sodio sensivel a voltagem no cérebro de

mamiferos.
(Fonte: Hardman, J.G., Gilman, aG., Limbird, L.E., Goodman & Gilman’s

the pharmacological basis of therapeutics)
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Acredita-se que os segmentos transmembrana S5 e S6 e as algas curtas
associadas a membrana SS1 e SS2 sejam as paredes do poro no centro de uma
formacdo quadrada aproximadamente simétrica dos quatro dominios
homologos. Os residuos de aminoacidos nesses segmentos curtos Sdo 0s
determinantes mais criticos da condutancia do ion e da seletividade do canal

(Catterall, 1992; Hille & Catterall, 1995; Catterall & Mackie, 1996).

Apbs aberto, o canal de sédio se inativa dentro de poucos milissegundos.
A alca curta intracelular que conecta os dominios homologos Ill e 1V serve
como um portdo de inativacdo do canal de sodio. A alca pode dobrar-se sobre
a borda intracelular do poro transmembrana durante o processo de inativagao.
Pode ligar-se a um receptor do portdo de inativacdo formado pela borda

intracelular do poro (Catterall & Mackie, 1996).

Os residuos de aminoacidos importantes para a ligacdo dos anestésicos
locais sdo encontrados no segmento S6 no dominio IV. Os residuos dos
aminoacidos proximos ao centro e a terminacdo intracelular do segmento S6
interagem diretamente com os anestésicos locais ligados (Catterall & Mackie,

1996).

Tetrodotoxina e saxitoxina sdo exemplos de outras moléculas que
especificamente se ligam aos canais de sodio e interagem diretamente com o
lado exterior dos canais de sodio para bloquear a condutancia aos ions sodio.
O ion guanidinio € capaz de penetrar nas células através dos canais de sodio, e

esta parte da molécula da TTX ou STX se aloja no canal, deixando o restante
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da molécula bloqueando o orificio externo. Ao contrario dos anestésicos locais,
nao héa interacdo entre as reacdes de portdo e bloqueio com TTX ou STX, sua
associacdo e dissociacdo séo independentes do fato do canal estar aberto ou

fechado (Rang et al., 1995).

Existe um grande numero de toxinas bloqueadoras dos canais de sodio,
com diferentes modalidades de interacdo com o canal. Veratridine, um
alcaldide esteroidal, tem se mostrado inibir preferencialmente as fibras C de
maneira ffequéncia-dependente. Embora toxinas, tais como veratridine, nao
sejam importantes clinicamente no presente como anestésicos locais,
investigacOes posteriores dessas substancias podem produzir novas classes de
anestésicos locais que preferencialmente bloqueiem as vias nociceptivas

(Carpenter & Mackey,1997).

1.2.6 - Farmacocinética

Como o0s anestésicos locais sdo aplicados diretamente onde exercem sua
acdo, ndo necessitam ser transportados pela circulagdo sistémica para
atingirem seu 6rgdo-alvo. Somente o término de seu efeito esta relacionado a
fendmenos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (Tucker et al.,

1972; Pereira, 1996).

Para garantir boa qualidade de bloqueio nervoso, duracdo adequada e
menor toxicidade, é fundamental que se controle a absorcdo a partir de seu

local de aplicagdo (Carvalho, 1994).
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Os fatores mais importantes relacionados a absorcdo dos anestésicos
locais sdo: local de injecdo, dose, associagdo com vasoconstritor e

propriedades farmacoldgicas da droga (Carvalho, 1994; Pereira, 1996).

Injecdes multiplas, vascularizacdo intensa, presenca ou ndo de tecido
adiposo na regido do bloqueio podem explicar as diferentes concentragoes
sanguineas de uma mesma droga segundo a técnica regional empregada

(Pereira, 1996).

Existe uma correlagdo direta entre a dose total empregada e o
consequente nivel sanguineo de anestésico local. A associacdo de
vasoconstritor pode reduzir a velocidade de absor¢cdo e aumentar a duragdo de
acdo. A incidéncia de fendmenos de intoxicagdo é menor quando se utiliza a

adrenalina na concentragdo de 5 pg/ml (Carvalho, 1994; Pereira, 1996).

A velocidade de absorcdo é também determinada pelas propriedades
farmacoldgicas de cada droga. Uma comparacdo entre agentes equipotentes
revela que a lidocaina e a mepivacaina apresentam niveis sanguineos muito
proximos, porém a prilocaina apresenta niveis significativamente menores

devido a sua agdo vasodilatadora menos potente (Pereira, 1996).

Uma vez que os anestésicos locais sejam absorvidos, dois fenémenos
acontecem: ligacdo com proteinas plasmaticas e distribuicdo para os tecidos

(Carvalho, 1994).
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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 a albumina (Denson et
al., 1984). A afinidade as proteinas plasmaticas pode limitar a quantidade de

anestésico local livre, diminuindo sua toxicidade (Pereira, 1996).

A fracdo livre determina a fracdo tecidual da droga, que é a que vai
exercer os efeitos toxicos. O volume de distribuicdo do anestésico é também
importante. Por exemplo, a fracdo livre da lidocaina é muito maior do que a da
bupivacaina, porém sua fracdo tecidual é menor, e isso acontece porgue 0
volume de distribuicdo da lidocaina é maior, assim como sua depuracdo

(Carvalho, 1994).

A maioria dos anestésicos locais do tipo éster é rapidamente hidrolisada
pela colinesterase plasmatica, parcialmente por esterases das paredes das
hemacias e, em menor grau, sofrem ataque das esterases hepaticas (Borba,

1992; Rang et al., 1995).

Como a ligacdo do tipo amida é muito estavel no sangue, a metabolizagédo
desses agentes sO ocorre no figado. Através de alguns produtos de sua
biotransformacgdo pode-se inferir trés mecanismos envolvidos: hidroxilagédo

aromatica, N-dealquilacéo e hidrolise de amida (Pereira, 1995).
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1.2.7- Toxicidade

Os anestésicos locais sao relativamente desprovidos de efeitos colaterais,
se administrados em regido anatdmica apropriada e em dosagens adequadas

(Pereira, 1996).

As reacOes alérgicas sdo raras, especialmente com os amidicos, mas
guando ocorrem colocam a vida em risco. Os aminoésteres sdo mais
alergénicos do que as aminoamidas, porque suas moléculas tém relagdo com o
acido para-aminobenzéico (Nagel et al., 1977; Hutter, 1990; Carpenter &

Mackey, 1997).

O anestésico local € sempre um depressor da membrana celular, e embora
fendmenos excitatorios estejam presentes no quadro de intoxicacdo, eles
traduzem sempre uma depressdo do SNC. Uma funcdo harmoniosa do SNC
pressupde um equilibrio entre os circuitos neuronais inibitorios e excitatorios.
Com a elevagédo da concentragdo do anestésico no SNC, h4d uma depressdo dos
circuitos, mas a depressdo dos inibitorios predomina, assim manifestam-se 0s
fenbmenos de excitagdo, inclusive a convulsdo (Wagman et al., 1967; Liu et

al., 1983; Carvalho, 1994).

Concentracdes extremamente elevadas de anestésicos locais deprimem a
atividade de marcapasso do nd sinoatrial, resultando em bradicardia e até
parada cardiaca. Eles também exercem um profundo efeito depressor sobre a

mecanica do miocéardio e vasodilatacdo. Colapso cardiovascular subito pode
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ocorrer quase que imediatamente apos a injecdo rapida de um anestésico local.
A ressuscitacdo é geralmente dificil e demorada (Clarkson & Hondeghem,

1985; Kasten & Martin, 1985; Thomas et al., 1986).

1.3- OBJETIVOS

Doces sdo os frutos da adversidade, semelhantes ao sapo, que feio e
venenoso, usa uma joia preciosa na cabeca (Shakespeare, 1599). Assim, VAarios
sdo os relatos na literatura, nas artes, na religido, aplicacdes linguisticas e

medicina popular (Lazarus & Attila, 1993).

Ha& muitas descricdes sobre o uso terapéutico da secrecdo cutanea do
sapo. Nos séculos dezessete e dezoito, venenos de sapo foram usados como
diurético contra edema. Na Asia, as secrecOes do sapo ainda sdo utilizadas
com este propoésito. O veneno foi usado para estimular a cicatrizacdo de
tecidos, no tratamento de doencas cardiacas, menorragia, metrorragia e

tumores malignos (Toledo & Jared, 1995).

O Ch’cm Su é uma mistura de componentes da secrecdo das glandulas da
pele do Bufo gargarizans, que foi transformada em pilula de ingredientes de
efeitos magicos. O Ch'an Su é utilizado em medicina popular no tratamento de
tonsilite, sinusite, dor de dente, etc. Ele possui atividade antimicrobiana. Em

altas doses, €& extremamente téxico, resultando em envenenamento com
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arritmias cardiacas, insuficiéncia respiratéria, convulsdes, coma e outros

efeitos severos (Hong et al., 1992; Toledo & Jared, 1995).

Uma atividade anestésica local tem sido descrita em muitas fracdes de
venenos de anfibios (Toledo & Jared, 1995). Entretanto, a substancia
responsavel por essa atividade ndo foi identificada até o presente momento.

Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Isolar a substancia responsavel pela atividade anestésica local do

veneno das glandulas paratoides do Bufo paracnemis;

2. Realizar os estudos farmacologicos dessa substancia purificada;

3. Determinar a sua estrutura quimica.
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2. MATERIAL

2.1- Animais

Foram utilizados camundongos albinos variedade Swiss, adultos, sexo
masculino, pesando em tomo de 25-30 g, oriundos do Biotério Central e do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Todos foram mantidos a temperatura ambiente, recebendo racdo padrdo e agua

“ad libitum™.

Sapos, Bufo grupo paracnemis, Lutz, provenientes das cidades

circunvizinhas da area metropolitana de Fortaleza, Ceara.

Coelhos, adultos, machos, oriundos do Biotério Central e do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, mantidos a

temperatura ambiente, recebendo racdo e dgua “ad libitum”.

2.2- Aparelhos

HPLC (Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) - modelo SCL-
10A, SPD-10AV, LC-10AS, Shimadzu - Japéao

HPLC - modelo SPD-10A, LC-10AS, Shimadzu - Japéo

Chromatopac C-R6A, Shimadzu, Japao

Registrador EGB - SP, Brasil
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Centrifuga refrigerada - Beckman, modelo J-212C, Beckman Instruments,

Centrifuga excelsa Baby, modelo 206-FANEM
Coluna shim pack Prep. ODS(H)
Coluna C-18 LC shim-pack CLC-ODS
Liofilizador Metal lux

Estimulador de Nervo periférico
Quimografo Zimmermann
Banho-Maria Soe. Fabbe Ltda.

Tébua de fixacdo

Estilete para deslocamento cervical
Caixa basica cirargica (tesouras e pingas)
Luvas cirurgicas

Linha de algodao

Seringas de | ml e 10 ml
Microseringas de 50 ul e 500 ul

Papel de registro

Papel Imperfax

Tubos Eppendorf- Gilson, Franca
Pipetas - Gilson, Franca

Ponteiras - Gilson, Franca

Pena para quimégrafo

Tubos de ensaio

Erlenmayer

Placa de Petri
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Tubos de centrifuga
Carbogénio

Aerador

2.3- Solucoes

- Solucéo salina
NaCl 154
- Solucgéo de Ringer

NaCl 111,2; KC1 1,8; CaCl2 1,0; NaH2PO4 0,07; NaHCO3 2,38; Glicose

- Solucéo de Tyrode

NaCl 136; KC1 5; MgCI2 0,98; CaCl2 2, NaH2PO4 0,36; NaHCO3 11,9;
Glicose 5,5

2.4- Drogas e Reagentes

Acetonitrila - Cario Erba

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

Cloreto de sodio P.A., Reagen, Brasil
Cloridrato de acetilcolina, Reagen, Brasil
Formaldeido, Merck, Brasil

Glicose, Reagen, Brasil
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3. METODOS

3.1 Extracéao

Os animais utilizados foram sapos, Bufo paracnemis, coletados nas
diferentes épocas do ano, inverno e verdo. Foi extraido veneno, por compressao
das glandulas parotéides dos sapos, e colocado em placas de Petri. O veneno foi
dissolvido em etanol (1:5; p:v) e foi mantido a 4 °C durante 24 horas. A mistura

foi centrifugada a 5000 g por 30 minutos e o material precipitado foi descartado.

3.2- Purificacdo em HPLC com Coluna Preparativa

O sobrenadante foi ffacionado em HPLC ( sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia) acoplado a uma coluna preparativa C-18 (shim pack prep. ODS
2,5x30 cm), eluido com um fluxo de 7 ml/min com um gradiente isocratico de
acetonitrila a 40%. O material passou por um detector que usou uma absorcao de
luz ultravioleta com um comprimento de onda de 214 nm (Figura 5). O sistema foi
acoplado a um registrador e os picos, a medida que eluiam, eram coletados e
liofilizados. Para a realizacdo dos testes farmacoldgicos, o p6 era ressuspendido
em etanol e agua bidestilada na proporcdo 1:1 (v:v) na concentracdo de 0,5

mg/ml.
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Figura 5. HPLC (Sistema de cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).
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3.3 Determinacdo do grau de pureza em HPLC com coluna analitica

Antes de se realizarem estudos farmacoldgicos, uma fracdo do pico 2 (20 pl
de solucdo a 0,5 mg/ml com etanol e agua bidestilada (1:1; v:v) foi injetada no
HPLC em uma coluna fina, analitica especifica, eluida em um fluxo de 1 ml/min
com um gradiente de 20 a 40% de acetonitrila durante 35 minutos. O material
passou por um detector que usou uma absorcdo de luz ultravioleta com um

comprimento de onda de 214 nm.

3.4- Toxicidade

A toxicidade e os efeitos comportamentais foram determinados por injecao
intraperitonial do fator, pico 2, em camundongos Swiss (25-30 g), escolhidos
aleatoriamente e mantidos em jejum por 12 horas. As doses foram administradas
1, 5, 10, 50 e 100 mg/kg. O grupo controle recebeu igual volume de veiculo
(etanol a 50% em agua bidestilada). Os animais foram observados nos primeiros
15 minutos e entdo em 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min apds a administracdo do

fator, e apds dois dias.

Os parametros observados foram atividade motora geral espontanea,
respiracdo, ataxia, estereotipia, catalepsia, tremores, convulsdes tbnicas ou
clonicas, sedacdo, ptose, exoftalmia, contor¢cdo, defecacdo, urina, salivagdo,

lacrimejamento, piloerecéo, cianose, anestesia, analgesia, coma e morte.
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3.5 Determinacgéo da DL50

Foram selecionados camundongos, pesando 25-30 g, divididos em cinco
grupos de dez animais ( 5 machos e 5 fémeas). Foram administradas doses de 20,
40, 50, 60 e 70 mg/kg do peso de cada camundongo. O volume de todas as doses
injetadas intraperitonialmente foi de 0,1 ml/10 g do peso do animal. O numero
total de camundongos mortos foi anotado. A DL50 foi aquela dose administrada
gue causou metade (50%) das mortes dos camundongos de um determinado

grupo.

3.6- Exame macroscoépico de 6rgaos

Alguns orgdos foram isolados nos animais que apresentaram Obito. Os
orgdos escolhidos foram os pulmdes, coragdo, rins e pele, alem de uma revisdo

da cavidade abdominal.

3.7- Frénico-diafragma isolado de rato

A preparacdo do frénico-diafragma isolado de rato é um valioso método de
estudo da juncdo neuromuscular. Depois de morto por estrangulamento, o animal
foi fixado a uma tabua de madeira. Abriu-se a cavidade abdominal. Apds a
identificacdo do diafragma, o estemo foi cortado pelos seus bordos laterais até a
furcula estemal. O nervo foi identificado, sendo mais utilizado o do lado
direito. Um fio de algodéo foi passado por baixo do nervo, que foi amarrado e

seccionado. Depois o diafragma foi dissecado totalmente, deixado o arco costal
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do lado direito. Assim, obteve-se um hemidiafragma com seu respectivo nervo
frénico. A preparacdo foi gaseificada com CO2 5% e O2 95%. A porcdo do
musculo presa a costela foi fixada com um suporte de vidro. No centro frénico foi
passado um fio, com auxilio de uma agulha de sutura, que foi amarrado a uma
alavanca inscritora, acoplada a um quimografo. O nervo frénico foi colocado
sobre um eletrodo apropriado de um estimulador de nervo para estimular a
contracdo do musculo. O volume do banho total foi de 10 ml. Os estimulos foram

de 0,1 ms, 8 a 10 por minutos e de 6 mV (Camara, 1967; Rocha e Silva, 1968).

Foram realizados seis experimentos. O etanol, solvente do fator, foi o
controle em uma mistura com agua bidestilada. O fator foi utilizado nas doses de
10 pg/ml, 40 pg/ml e 80 pg/ml. O estimulador no frénico teve uma duracgédo de 0,1

ms, 6 mV e 10 estimulos por minuto.

3.8- Reto Abdominal

A preparacdo do mdasculo reto abdominal de sapo, ou de rd, €& muito
Importante na deteminagdo de drogas curarizantes, ou bloqueadoras
neuromusculares. Para avaliar se o fator apresenta tal mecanismo, utilizou-se esta
técnica. Houve uma suspeita pela presenca de dificuldade de deambular e de

apnéia quando utilizadas elevadas doses.

Depois de se destruir o Sistema Nervoso Central, o animal foi fixado sobre

uma tabua de madeira em decubito dorsal. A pele, que recobre a parede anterior

do abdémen, foi aberta e dissecada por divulsdo, a fim de separa-la dos muasculos.
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Identificou-se a inser¢do dos musculos retos abdominais. Em seguida, as porcdes
proximais dos musculos foram amarradas com fio de algoddo ao nivel do pubis.
Foi cortada a insercdo do tenddo, e com tesoura, os musculos foram dissecados
até a insercdo costal. As porcdes proximas ao estemo foram amarradas. Cada

musculo foi utilizado para uma avaliacéo.

O musculo retirado foi colocado em uma placa de Petri contendo solugéo
nutritiva de Ringer para batrdquio. O musculo foi isolado de sua aponeurose.
Depois foi transferido para uma camara muscular contendo 10 ml de solucdo
nutritiva, aerada e mantida a temperatura ambiente. A por¢cdo muscular proximal
ao pubis foi amarrada na haste de um borbulhador e a por¢éo distai, na alavanca
de uma pena inscritora. O registro das contracdes musculares foi realizado em um
guimografo, sendo o 6rgdo submetido a uma tensdo de 2 g e deixado em repouso

durante 30 minutos.

As doses do fator foram 1 pg, 10 pg e 20 ug. O controle consistiu na
administracdo de etanol e agua bidestilada na proporcdo de 1:1 (v:v). Foram

realizados um total de seis experimentos.

3.9 Teste da Cornea do Coelho

Foram escolhidos coelhos, machos, aleatoriamente,com um numero total de
seis. A seguir passou-se a instilar no olho direito cinco gotas do veiculo ( etanol a
50% em agua bidestilada); no olho esquerdo, foram instiladas cinco gotas do fator

a 1% (etanol 50% em agua destilada como solvente). Os resultados foram
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considerados véalidos quando se tinha certeza de que a instilacdo foi realizada com

cuidado no saco conjuntival.

ApO6s o primeiro minuto, foi testado o reflexo comeo-palpebral com auxilio
de um penco de algodéo. Esta pesquisa foi feita em ambos os olhos, no intuito de
comparar com o controle. Continuou-se pesquisando o reflexo a cada cinco

minutos, até que voltasse a responder normalmente (Camara, 1967).

3.10- Canal Deferente de camundongo

Contracgdes por estimulacdo de nervos intramurais tém sido evidenciados em

canal deferente de camundongos (Henderson, Hughes & Kosterlitz, 1972).

Camundongos Swiss(25-30 g), machos, foram mortos por estrangulamento.
Ambos os vasos deferentes foram dissecados, conectados por tecido na jungao
com a vesicula seminal. Foram retirados cuidadosamente gordura, tecido
conectivo e vasos sanguineos, e entdo gentilmente pressionado para expelir seu
contetudo seminal (Hughes et al., 1975).

Os nervos intramurais foram estimulados por estimulacdo elétrica de 0,1-
0,15 Hz, 1 ms. Contracdes foram gravadas durante estimulacdo por ligacdo do
terminal superior da preparagdo, conectado a um transdutor isométrico. Os tecidos
foram colocados em banho com solugcéo de MacEwen, gaseificados com 95% de
O2e 5% de CO2 (Figura 6).

No experimento, colocou-se etanol a 25% como controle das doses do fator

de 10 pg e 100 pg no banho.
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Figura 6. Preparacgéo in vitro de canal deferente de camundongos.
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3.11- Teste da Formalina

Um modelo de dor aguda induzida quimicamente foi utilizado. A nocicepcéo

guimica foi realizada com formalina.

Foram utilizados camundongos (20-25 g) Swiss, machos, divididos em
grupos de 8 animais. Os animais dos diferentes grupos receberam as substancias
subcutaneamente na superficie plantar da pata traseira direita, em um volume total
de 20 pl, enquanto os camundongos foram contidos manualmente. Apos a injegéo,
os animais foram observados individualmente. O tempo gasto, em segundos, pelo
animal para lamber a pata foi contado durante duas fases: a primeira fase de 0-5

minutos e a segunda fase de 20-25 minutos.

A formalina foi preparada a partir de uma solucdo de formaldeido (37,5%)
adicionada a agua bidestilada ndo pirogénica. O fator, em estudo, foi dissolvido

com etanol a 12,5 % nas concentragdes a partir do po liofilizado a 0,5%.

Dois grupos grupos de oito animais foram trabalhados. O grupo | controle
recebeu o veiculo solvente (etanol a 12,5%) e formalina na concentracdo final de
1%. O grupo Il recebeu o fator a 0,5% com etanol a 12,5% como solvente

misturado com formalina a 1%.
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3.12- Determinagédo da Estrutura Quimica do Fator

O fator isolado e purificado, a partir das glandulas parotdides do Bufo

paracnemis, foi utilizado para determinagdo da estrutura.

Foi realizada cromatografia de camada delgada para certificar-se do grau de
pureza do material, utilizando um revelador de anilina e etanol como eluente.
Foram feitos testes para determinacdo do ponto de fusdéo do material em cinco

amostras, coletadas em datas diferentes.

Realizaram-se testes para identificacdo da natureza do material. Foi utilizado
0 método de deteccdo de alcaldide, usando o reagente de Dragendorff. Foi
verificado pelo teste de Lieberman-Burchard a pesquisa de esterdide na estrutura.
Este teste consiste na mistura de anidrido acético, &cido sulfurico, etanol e o
material testado, levando todos a uma temperatura de 100 °C durante 5 a 10

minutos. O material é passado em detector ultravioleta 365 nm.

Foi realizada espectroscopia de infravermelho na regido normal que se
estende de 2,5 a 15 p (4000 a 500 cm’l). O material também foi sumetido a
espectroscopia de massa do fator. O espectro de massas consiste no registro da
reacdo que ocorre quando moléculas sdo bombardeadas em fase gasosa por um

feixe de elétrons, no aparelho espectrdmetro de massas.
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Finalmente, foram evidenciados o peso molecular e a estrutura proposta para
o fator, a partir de todos os experimentos quimicos do pico 2 da cromatografia
liquida de alta eficiéncia, obtido das glandulas parotéides do sapo, Bufo

paracnemis.

Esta metodologia foi realizada no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico
do Estado do Ceara e Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade

Federal do Ceara, sob os cuidados dos Professores Afranio Craveiro e lracema.

3.13- Métodos Estatisticos

Os dados obtidos experimentalmente foram expressos como média + erro
padrdo, onde n representa 0 numero de experimentos. Sdo considerados
estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipétese de nulidade menor que 5% (p<0,05). Para comparacgéo das

médias foi utilizado o teste “t” de Student.
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4- RESULTADOS

4.1- Purificacdo em HPLC com coluna preparativa

A obtencdo do veneno por compressdo das glandulas parotdides do sapo,
Bufo paracnemis, foi injetada no HPLC com coluna preparativa. O material foi
coletado com quatro picos (Figura 7). Estas fracOes, correspondentes aos picos,

foram liofilizadas e o material foi obtido em p6 seco.

As fragbes foram ressuspendidas com etanol e agua bidestilada 1:1 (v:v), e
injetadas intraperitonialmente em camundongos. O pico 2 apresentou atividade

paralisante.

4.2- Determinacao do grau de pureza em HPLC

O pico 2, o escolhido, foi injetado em HPLC com coluna analitica.
Evidenciou-se a inexisténcia dos outros picos, demonstrando o alto grau de
purificagdo do material (Figura 8). A partir de entdo, passou-se a utilizar o
material nos testes bioldgicos com certeza de um elevado grau de pureza, mais de

97%.
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Figura 7. Perfil de eluicdo do veneno das glandulas parotdides do Bufo

paracnemis.

O veneno foi solubilizado com etanol. Dois ml de veneno foram aplicados
em coluna de HPLC (Nucleosil 25 pm C-18, 30x2,5 cm) e eluido com gradiente
isocratico de 40% de acetonitrila contendo 0,05% de acido trifluoracético em 60

minutos com fluxo de 7 ml/min, monitorizada a 214 nm.
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Tempo (35 minutos)
Figura 8. Perfil de eluicdo do pico 2, proveniente do veneno do Bufo

paracnemis. O pico 2 foi liofilizado. Cinquenta ml do material foram injetados em
coluna de HPLC (Nucleosil 5 pm C-18, 145x4,5 mm) e eluido com gradiente de
20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de acido trifluoracético em 35 minutos

com fluxo de I ml/min. O pico de retencdo se deu em tomo de 24,9 min detectado

em 214 nm.
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Z 8xicidade

A administracdo de doses crescentes do fator resultou em diversas
alteraces. As doses baixas, de 1, 5 e 10 mg/kg, determinaram uma diminuicéo da
atividade locomotora espontanea dos camundongos. Em doses intermediérias,
além do efeito anterior, os animais apresentaram um aumento da frequéncia
respiratoria, taquipnéia, uma diminuicdo das incursbes respiratorias, fraqueza
muscular, grande dificuldade de deambular e paralisia total (Figura 9). Altas doses

foram acompanhadas de cianose, que as vezes evoluiram para apnéia e morte.

4.4-Determinacdo da DL50

A dose letal que mata 50% dos animais testados foi calculada em tomo de

50mg/Kkg.

4.5-Exame macroscopico de 6rgaos

Ao exame macroscopico ndo foram encontradas lesdes tais como edema,

exsudatos, nem sufusGes hemorragicas nos orgaos isolados, bem como ndo foi

achado sangramento na cavidade abdominal.
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Figura 9. Efeito paralisante do pico 2 em camundongos, evidenciado apés 10

minutos de administracdo de 30mg/kg.
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4.6- Frénico-diafragma isolado de rato

Foram realizados seis experimentos com a preparacdo frénico-diafragma de
rato. O etanol, utilizado como solvente, causou uma leve queda na contracdo do
diafragma, utilizando um estimulador no ffénico com 0,1 ms de duragdo, 6 mV e
8-10 estimulacdes por minuto. O fator ndo causou bloqueio de contracdo na dose
de 10 pg/ml, reduziu na dose de 40 pg/ml e aboliu a contracdo na dose de 80

pg/ml (Figura 10).

4.7- Reto Abdominal

A colocagédo de etanol em doses de 1:5.000 e 1:500 ao banho, contendo o
musculo reto abdominal de sapo, ndo reduziu as contra¢des provocadas pela
acetilcolina 1,5x10*6 M. Entretanto a adi¢cdo de etanol na concentragdo de 1:100
resultou em potencializacdo da resposta contratil pela acetilcolina 1,5x106 M. O

etanol funcionou como veiculo nesta preparacao.

A adicdo do fator, dissolvido em etanol, nas doses de 1 pg, 10 pg e 20 pg,

evidenciou os mesmos resultados encontrados com o controle (Figuras 11 e 12).
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Figura 10. Efeito do fator purificado nas contragdes evocadas por
estimulador de nervo periférico na preparacdo frénico-diafragma de rato.

flO- fator purificado 10pg/ml; f40- fator purificado 40pg/ml; féO- fator
purificado 80pg/ml.
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ACh ACh Etanol: ACh Etanoll ACh

Figura 11. Efeito do etanol como controle nas contragdes do reto abdominal
de sapo
ACh - acetilcolina (1,5 x 106 M); etanol;- etanol Ipl para cada ml de banho;

etanol2o- etanol 20pl para cada ml dé banho
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ACh fl ACh flO ACh 20 ACh

Figura 12. Efeitos do fator purificado nas contracdes do reto abdominal de
sapo
Ach- acetilcolina (1,5 x 106 M); fl- fator purificado Ipg/ml; flO- fator

purificado 10p,g/ml; f20- fator purificado 20pg/ml.
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4.8 -Teste da Cornea do Coelho

O olho direito do coelho, que recebeu etanol e agua bidestilada, apresentou
uma leve irritagdo. A estimulagcdo do olho com um cotonete resultou em um

piscar do olho, e posterior fechamento, demonstrando atividade reflexa presente.

O olho esquerdo do coelho, que recebeu o fator dissolvido em etanol e agua,
apresentou uma anestesia gradual. A anestesia ficou completa apds cinco minutos
de instilacdo do material, observada com a estimulacdo da cérnea do animal com
cotonete, demonstrando o desaparecimento da atividade reflexa ao estimulo. O
olho também exibiu uma quadro de miose (Figura 13 e 14). Foram realizados seis

experimentos.

Canal deferente de camundongo

A administracdo do veiculo no banho,em volume total de 100 ul na
proporcdo de 1:3 (v:v) etanol e &gua bidestilada, contendo o canal deferente,
causou uma queda em tomo de 12% nas contracdes induzidas por estimulagdo de
0.1 Hz por estimulador de nervo. Posteriormente, foi injetado no banho uma dose
de 10 pg em um volume total de 10 pl, etanol e 4gua 1:1 (v:v), resultando em uma
leve queda da contracdo pela estimulacdo de 0.1 Hz. Finalmente, o banho recebeu
uma dose de 100 pg em um volume total de 100 pl, etanol e agua 1:3 (v:v),
demonstrando um bloqueio quase total da contracdo apds utilizacdo do

estimulador de nervo na mesma intensidade anterior (Figura 15).
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Figura 13. Cinco gotas de etanol e agua bidestilada foram instiladas no olho

direito do coelho (controle) em um total de seis experimentos.
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Figura 14. Cinco gotas do fator purificado, dissolvido em etanol e &gua
bidestilada, foram instiladas no olho esquerdo do coelho em um total de seis

experimentos.
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Figura 15. Efeito do fator purificado nas contragbes evocadas por
estimulador de nervo periférico no canal deferente de camundongos

etanol 100- etanol 100pl; flO- fator purificado 10pg; flOO- fator purificado
100pg.
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4.10- Teste da formalina

O grupo controle recebeu formalina 1% com etanol a 12,5 % em um volume
total de 20 ul. O tempo total foi o gasto pelo animal para lamber a pata traseira
direita, onde foi injetado o material, em duas fases distintas: a primeira fase (0-5
minutos) e segunda fase (20-25 minutos). O tempo gasto na primeira fase (0-5

minutos) fo i de 51,2 + 2,3 seg, e na segunda fase foi de 23,2 + 1,5 seg.

Administrou-se o fator a 0,5% (etanol a 12,5% e agua como solvente) com
formalina 1% no segundo grupo em um volume total de 20 ul. Houve uma reducéo
no tempo gasto de lamber a pata em ambas as fases. Na primeira fase, o tempo foi
reduzido para 27,5 + 1,61 seg, e na segunda fase o tempo foi de 2 + 1,14 seg

(Figura 16).

4.11- Determinacéo da Estrutura Quimica do Fator

Pela cromatografia de camada delgada, o material apresentou-se com
elevado grau de pureza, o que ja se pode inferir em HPLC com coluna analitica.
Cinco amostras do fator colhidas em tempos diferentes, mas localizadas no

mesmo ponto da cromatografia (Figura 17).

O ponto de fusdo determinado foi em tomo de 229,8° - 234,1° C.
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Fases

Figura 16. Efeito do fator purificado na nocicepc¢do induzida por formalina
em camundongos. O grupo controle recebeu formalina a 1% com etanol a 12,5%.
O outro grupo recebeu fator purificado a 0,5% (dissolvido em etanol a 12,5% e
agua bidestilada) com formalina a 1%. Os resultados representam a média + EPM
do tempo gasto pelos animais lambendo a pata na 14 fase (0-5 min) e 2- fase (20-
25 min) do teste. Foram utilizados 8 animais em cada grupo. * p<0,05 comparado

ao controle no teste “t” de Student.
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Figura 17. Cromatografia de camada delgada do pico 2, utilizando um

revelador de vanilina e etanol como eluente.
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As cinco amostras do fator foram também utilizados no teste de Lieberman-
Burchard, resultando positividade em todas as amostras, sendo portanto um

esterdide. O revelador de Dragendorff apresentou negatividade para alcaldide.

Foram realizados estudos com espectroscopia. A espectroscopia no
infravermelho foi realizada na faixa de regido normal de grupos funcionais para
compostos organicos, mostrando uma carbonila no comprimento de onda de 1700
(Figura 18). A espectrometria de massas do fator foi também executada (Figura

19),

A partir de todos os dados e outros realizados por quimica laboratorial, o
peso molecular da substancia foi calculado e seu valor é de 402. Foi feita uma
proposicdo estrutural do fator purificado com atividade anestésica local (Figura

20).
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Figura 18. Espectroscopia da substancia purificada na regido normal do infravermelho
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Figura 19. Espectrometria de massas da substéncia anestésica isolada.



Figura 20. Proposicdo estrutural do fator purificado das glandulas parotdides

do Bufo paracnemis.

70



5- DISCUSSAO

A busca do conhecimento ndo se limita a estudar somente o homem.
Estende-se a outras espécies. H& muitas similaridades entre a fisiologia humana e
a de outros animais. As pesquisas, de um modo geral, sdo entdo realizadas e seus
resultados extrapolados para o homem. Alguns experimentos também ndo sao
feitos por razdes éticas, 0 homem ndo deve ser cobaio. De outro modo, muitas
substancias encontradas em espécies variadas, tais como classe dos répteis,
anfibios, aves, bem como insetos possuem produtos oriundos do seu metabolismo,
gue agem na maquina humana. Destarte, muito tem sido descoberto para o
entendimento do universo microcospico humano a partir de pesquisas utilizando

animais inferiores e produtos deles.

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

e farmacologia nos seres humanos (Karalliedde, 1995).

Em Macbeth, Shakespeare descreve bruxas que usam coquetéis de
composic¢des quimicas diferentes, misturando toxinas de sapos e outros animais.
Estas composi¢cbes desconhecidas poderiam mimetizar e interferir com respostas
farmacologicas em seres humanos (agonistas ou antagonistas que ativam ou

bloqueiam receptores farmacolégicos) (Lazarus et al., 1994).
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Venenos sdo comuns na natureza, onde eles frequentemente funcionam como
defesa. Tais venenos sdo produzidos de novo ou sdo sequestrados de fontes da
dieta ou organismos simbioticos. Dentre os vertebrados, os anfibios sdo notaveis
por uma larga variedade de agentes que estdo contidos nas glandulas granulosas
da pele (Toledo & Jared, 1992). Estes compostos incluem aminas, peptidios,
esterdides, e alcaldides sollveis em agua e em lipidios. Com excecdo dos

alcalGides, a maioria parace ser produzida de novo (Daly, 1995).

Substancias venenosas ocorrem na nhatureza e sdo particularmente bem
conhecidas das plantas, onde elas presumivelmente servem na defesa quimica
contra herbivoros. Venenos podem ocorrer em invertebrados e vertebrados. Eles
funcionam como defesa quimica contra predadores ou microorganismos. Muitas
das substancias dos anfibios poderiam ser classificadas como nocivas, melhor do
gue chama-las venenosas, embora em doses bastantes elevadas todos estes

compostos seriam venenos (Daly, 1995).

Houve um grande interesse em se investigar o material do sapo, Bufo
paracnemis, apos testes iniciais, quando uma porcdo do material bruto foi injetada

intraperitonialmente. Foi, entdo, desenvolvido um protocolo para estudo.

A extracdo do veneno foi tentada com varios solventes, porém depois de
muitos ensaios decidiu-se utilizar o etanol. A extracdo foi executada por
compressdo das glandulas parotéides do sapo. O veneno foi dissolvido com
etanol, que se mostrou excelente para obter fracdes lipossoliveis do material. O

tempo de 24 horas foi utilizado para solubilizar o maximo de material do veneno.
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A cromatografia em HPLC utiliza instrumentos muito sofisticados, que sao
automatizados. Ela realiza separa¢des e analises quantitativas de uma grande
guantidade de compostos presentes em amostras, em escala de tempo de poucos
minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade (Guimardes & Collins,

1990; Lindsay, 1992).

O HPLC fracionou o sobrenadante do veneno extraido com etanol em quatro
picos. A coleta dos picos foi efetuada em Unica vez. O pico 2 escolhido apés
passagem em HPLC com coluna analitica revelou um elevadissimo grau de pureza
do material. A coluna preparativa proporcionou a utilizagcdo de um grande volume
de material. Isso foi decisivo, pois para um rendimento de 0,5% foram necessarias

varias passagens no HPLC.

Estudos da toxicidade do fator propiciaram um certo direcionamento da sua
atividade biologica. As doses utilizadas deram importantes informagdes, pois o
material apresentou uma diminuicdo da atividade motora geral, seguida de
taquipnéia, dificuldade de deambular e paralisia, que foi revertida, conforme a
dose utilizada. Apnéia e morte estiveram presentes quando as doses foram

elevadas.

A dose letal mediana é um parametro de medida na selecdo de drogas para
uso clinico. A DL50, em camundongos, para a cocaina é de 19 mg/kg e a da
procaina é de 52 mg/kg por via endovenosa (Rocha e Silva, 1969). A DL50 do
fator determinada no trabalho foi de 50 mg/kg intraperitonialmente. A via

intraperitonial é uma via de absor¢do muito grande. Assim, pode-se inferir que 0
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fator apresenta uma DL50 em tomo de duas vezes e meia maior que a cocaina,

significando um grau de toxicidade menor para o fator purificado.

Ao exame macroscopico de orgdos, ndo foram evidenciados a existéncia de
sangramentos, sufusdes hemorragicas, edema pulmonar ou cardiogénico. Isso
afastou a possibilidade de ser uma substancia hemolitica, bem como
cardiodepressora. Apesar do aparecimento de apnéia em altas doses, ndo foi vista

nenhuma alteracdo macroscopica a nivel de pulmdes.

Os estudos de toxicidade e exame macroscopico de Orgdos levantaram a
hipotese de se tratar de uma substdncia com atuacdo na transmissdo

neuromuscular.

A simplificacdo do método bioldgico leva quase sempre a uma precisao
maior na analise quantitativa da droga a ser ensaiada. A simplificacdo introduzida
pela perfusdo de um Unico 6rgdo permite um estudo aprofundado do mecanismo

de acdo da substancia (Rocha e Silva, 1968).

Uma preparacdo de grande utilidade no estudo da farmacologia
neuromuscular foi descrita por Bulbring (1946) e Chou (1947). Consiste em
suspender, em banho de Tyrode, o diafragma isolado de rato, respeitada a sua
inervacdo pelo frénico. A passagem da excitacdo do nervo para o muasculo pode

ser bem avaliada.
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O etanol causa uma acdo bifasica na contracdo de musculo esquelético,
levando um leve aumento da forca de contragdo em baixas doses e uma reducédo
da contracdo em doses altas (Cooper & Dretchen, 1975; Pagala et al., 1995). Os
valores para o controle foram executados, nédo interferindo nos resultados do

trabalho.

O experimento frénico-diafragma isolado de rato foi realizado. O fator foi
adicionado ao banho contendo a preparacdo, levando a um bloqueio total em
doses altas nas contracBes induzidas pelo estimulador de nervo periférico. Com
este resultado, a idéia do fator agir na juncdo neuromuscular ficou comprovada.
Mas era preciso outro experimento para demonstrar se 0 efeito produzido seria
uma atividade curarizante ou se seria uma atividade bloqueadora da condugéo

nervosa. Passou-se a utilizar a preparacéo do reto abdominal.

A preparacdo do musculo reto abdominal da rd ou do sapo se baseia na
propriedade que tem o curare de antagonizar a contragdo do musculo, produzida
pela acetilcolina (Camara, 1967). E uma preparacdo especifica para a atividade
anticolinérgica, ndo demonstrando bloqueio se a substancia age somente em

nervo, pois apenas a acdo no musculo é testada.

Os experimentos com reto abdominal de sapo in vitro demonstraram que 0
fator ndo apresentou bloqueio de contracdo do musculo em nenhuma das doses
usadas, evidenciado ap0s colocacdo de acetilcolina no banho. Pode-se deduzir
gue o fator ndo apresenta atividade anticolinérgica nicotinica, ndo sendo portanto

semelhante aos blogueadores neuromusculares ou substancias curarizantes.
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Descartada a atividade no musculo, foi testada uma atividade no nervo.
Varios modelos, em animais, tém sido utilizados para avaliar o perfil
farmacologico de agentes com atividade anestésica local. Papulas intradérmicas
sdo usadas, principalmente em cobaias, como padrdo anestésico. O bloqueio de
plexo braquial em cobaias vem sendo usado como padrdo de bloqueio de nervo
periférico. Solugbes anestésicas locais tém sido aplicadas na cornea e instiladas
na traquéia do coelho para avaliar a atividade anestésica tOpica de muitos
compostos. Com estas técnicas € possivel determinar a frequéncia, tempo de

laténcia e duracdo de acdo da anestesia (Covino & Vassalo, 1985).

Drogas anestésicas locais causam inibicdo da transmissdo neuromuscular
de preparag@es in vitro. Lidocaina, prilocaina, tetracaina e dibucaina causaram
inibicdo da transmissdo neuromuscular em preparacdes isoladas de frénico-
diafragma (Prostran & Varagi, 1981; Brodin & Red, 1984; Mitolo-Chieppa et al.,
1985). Cocaina de 5 a 40 uM causou reducdo concentracdo dependente em

preparacao frénico-diafragma de camundongos (Pagala et al., 1991).

A atividade anestésica local pode ser bem avaliada pelo teste da cdrnea,
descrito desde 1955 por Luduena e Hoppe. Este teste é pratico e de alto grau de
especificidade para substancias blogueadoras da propagacdo e conducgdo do

potencial de acgéo.
O pico 2, instilado no olho direito, causou uma aboli¢cdo do reflexo comeo-

palpebral em média de 3 a 5 minutos apos a sua administracdo. O controle, que

recebeu etanol e &gua bidestilada, ndo apresentou alteracdo de reflexo comeo-

76



palpebral. Este resultado demonstra uma atividade anestésica local, pois a acéo
anestésica local caracteriza-se por interromper ou bloquear a conducdo nervosa,
seja ela sensitiva ou motora, onde quer que sejam aplicadas (Rocha e Silva, 1968;
Almeida, 1994). O pico também causou miose na pupila do olho direito do
coelho, diferentemente do anestésico local classico a cocaina. Observa-se
midriase ap0s administragdo local de cocaina na cérnea. A cocaina inibe a
recaptacdo de noradrenalina, causando aumento da atividade simpatica,

responsavel pela midriase (Rang et al, 1995; Carpenter & Mackey, 1997).

Em 1972, foi demonstrado que baixas concentragbes de morfina causam
inibicdo das contragbes do canal deferente de camundongos, por estimulagédo

elétrica dos nervos intramurais ( Henderson & al, 1972; Hughes, 1972).

A tetrodotoxina e 0s anestésicos locais, milicaina e lidocaina, preveniram a
despolarizacdo do canal deferente de ratos in vitro (Ross & Kelder, 1976). Em
canal deferente de camundongos, a cocaina (10 pM) ndo alterou a contracdo do
canal deferente por estimulacdo elétrica, enquanto que 100 pM de cocaina

produziu uma reducédo da contracdo (Bedwell et al., 1992).

Estudos recentes com imunofluorescéncia revelaram trés grandes populacdes
de terminacOes nervosas, inervando os canais deferentes de porco: 1- fibras
noradrenérgicas; 2- fibras ndo noradrenérgicas contendo peptidio intestinal
vasoativo (VIP), neuropeptidio Y e somatostatina e 3- fibras sensoriais (Kaleczyc

et al., 1997).
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A preparagcdo do canal deferente de camundongos foi utilizada, tentando
verificar o efeito do fator nos nervos intramurais. As contragbes do canal
deferente foram reduzidas com o controle, etanol e agua bidestilada, mas com
uma porcentagem de inibicdo em tomo de 12%. O fator reduziu as contra¢des do
canal deferente em dose baixa, 10 pg, e aboliu totalmente as contra¢des na dose

de 100 pg.

Uma analise da resposta de canais deferentes de rato a xilocaina e procaina
demonstrou uma resposta contrétil, possivelmente por liberacdo de catecolaminas
(Vohra, 1970).

E provavel que o efeito do fator no canal deferente pode ter sido em
decorréncia da atividade em nervos intramurais. Outro aspecto relevante é que o
fator pode apresentar uma atividade parassimpaticomimética como a miose

encontrada no teste da cornea de coelho, diferente da cocaina que causa midriase.

O teste da formalina é grandemente utilizado como um modelo de dor aguda
induzida (Dubuisson & Dennis, 1977; Tjoelson, 1992; Abbott, 1995). Ele
emprega um estimulo nociceptivo quimico que desenvolve uma resposta
espontanea indicativa de dor. A dor causada pela formalina é um estimulo

continuo, aproximando-se da dor clinica (Dubuisson & Dennis, 1977).
O teste tem duas fases diferentes, provavelmente refletindo diferentes tipos

de dor. A primeira fase decorre de um efeito direto da formalina em nociceptores

e é de curta duracdo. A segunda fase decorre de uma atividade inflamatoria, tem
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inicio mais tardio e é de longa duracdo (Dubuisson & Dennis, 1977; Huskaar et

al., 1985; Huskaar & Hole, 1987).

As drogas de acdo central, como os narcoticos, podem inibir ambas as fases
e as drogas antiinflamato6rias ndo esteroidais e corticosterdides somente inibem a
segunda fase (Dickenson & Sullivan, 1987; Huskaar & Hole, 1987; Rosland,
1990).

A lidocaina (2%, 50 microlitros), um anestésico local, foi injetada no local
de injecdo da formalina, subcutaneamente na regido plantar da pata traseira de
ratos e aboliu o segundo periodo de excitacdo neuronal. A mesma dose de
lidocaina foi injetada endovenosamente ndo produziu efeito na atividade neuronal

induzida pela formalina (Dickenson & Sullivan, 1987).

O fator, com atividade anestésica local, foi administrado subcutaneamente
na regido plantar da pata traseira de camundongos em concentragdo de 0,5 % com
formalina 1%. Ele causou uma reducédo no tempo de lambida na primeira fase em

tomo de 50% e praticamente aboliu esse tempo na segunda fase.
O fator com acdo anestésica local do veneno do Bufo paracnemis foi
totalmente purificado. A auséncia de contaminacdo do material faz com que a

atividade anestésica local encontrada seja decorrente do fator.

A cromatografia de camada delgada é uma pratica indispensavel em analise

de substincias orgénicas. E de facil compreensdo e execucgdo, separagdes em
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breve espaco de tempo e baixo custo. Pode ser de aplicacdo analitica ou
preparativa. O processo de separacdo estd fundamentado, principalmente, no

fenémeno de adsorcdo (Lopes, 1993).

Utilizando um revelador de vanilina e etanol como eluente, a cromatografia
de camada delgada confirmou o elevado grau de pureza do material ja

demonstrado pelo HPLC.

Os alcaloides formam uma classe bastante variada de bases heterociclicas
complexas, sendo largamente distribuidos em plantas e venenos de anfibios. Um
método de deteccdo de alcaloide baseado no uso do reagente de Dragendorftoma
possivel medir quantitativamente os alcaldides de quaisquer estruturas, usando um

espectrofotdmetro com raios ultravioletas (Allinger, 1978).

O resultado do teste foi negativo, indicando que o fator ndo apresenta

estrutura de alcaldide.

Em contraste com 0s poucos picos observados na regido ultravioleta para
muitos compostos organicos, o espectro no infravermelho fornece um rico
agregado de bandas de absorcdo. Estas fornecem um conjunto de informacodes

estruturais sobre a molécula (Dyer, 1969).
Tanto o comprimento de onda (p) quanto o nimero de onda (cm-1) séo

usados para medir a posicdo de uma determinada absorcdo no infravermelho. A

regido do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho divide-se em
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trés regides. A regido normal se estende de 2,5 a 15 p ( em termos de numero de
ondas, 4000 a 625 cm'l). Esta regido foi a estudada, pois € a regido usada para

grupos funcionais para compostos organicos (Dyer, 1969; Allinger, 1978).

O estudo espectroscopico no infravermelho do fator detectou a presenca de
um grupamento funcional no namero de onda de 1700, correspondendo a
carbonila. A carbonila ¢ um grupo funcional que contém oxigénio ligado

duplamente a um atomo de carbono.

O espectro de massas € o registro do que acontece com as moléculas quando
estas sdo bombardeadas em fase gasosa por um feixe de elétrons, em um
instrumento chamado espectrémetro de massas. As moléculas sdo destruidas em
pedacos. Usualmente é possivel deduzir do estudo de fragmentos a estrutura da
molécula original (Allinger, 1978). O estudo espectrométrico de massas do fator

foi realizado.

Depois de todos os experimentos realizados, chegou-se a proposi¢do estrutural

do fator com férmula C24H3405 e peso molecular de 402.

O veneno dos bufonideos apresenta substancias biologicamente ativas, entre
elas as bufogeninas (bufaginas ou bufadienolideos) e as bufotoxinas, que possuem
como componente estrutural fandamental um grupamento esteroidal (Camara,
1967; Daly, 1987). O fator pertence ao grupo das bufogeninas, cuja proposicao

estrutural ndo se identifica exatamente com as substancias conhecidas desse

grupo.
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O bufalin é um componente do material bruto do sapo Bufo paracnemis que
provoca anestesia local e com poténcia superior a cocaina (Toledo & Jared,
1995). A estrutura do bufalin difere da estrutura do fator, em uma hidroxila e com
formula C24H3404. O fator purificado possui atividade anestésica local, entretanto
ndo ha relatos de atividade anestésica para esta proposicdo estrutural ap0s vasta

revisdo bibliografica.

Estudos refinados em eletrofisiologia precisam ser realizados, buscando
elucidar o mecanismo de acdo do fator isolado. Os anestésicos locais agem como
bloqueadores dos canais de sédio. Ndo se pode afirmar, mas uma especulacdo do
mecanismo de acdo é que o fator poderia apresentar também bloqueio dos canais

de sddio.

Algumas toxinas, como TTX e STX, serviram de ligantes no isolamento
bioquimico dos canais de sédio (Agnew et al., 1978). Assim, o fator abre
perspectivas de ser utilizado em pesquisas de novas estruturas com atividade

anestésica local ou como potencial terapéutico nas vias nociceptivas.
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6- CONCLUSOES

1. Uma substancia com atividade anestésica local foi purificada das glandulas

parotdides do Bufo paracnemis.

2. Os estudos farmacologicos, nos testes da cornea e formalina e nas preparagdes
in vitro do canal deferente e frénico-diafragma, confirmaram a atividade

anestésica local da substancia.

3. Uma proposicdo estrutural do fator purificado foi determinada com formula de
C24H3405 e com peso molecular de 402 Da, pertencendo ao grupo das

bufogeninas.

4. Estudos eletrofisiolégicos serdo necessarios para definir o seu mecanismo de

acdo como anestesico local.

5. Esta substancia pode servir como instrumento de pesquisa de nova classe de
drogas anestésicas locais, visando diminuir a toxicidade dos anestésicos classicos
ou ter o controle do seu tempo de acdo. Assim, ela pode ser promissora para 0

uso clinico no homem.
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