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RESUMO 

 

Estudo do possível efeito de alcalóides obtidos a partir da secreção cutânea de 

Rhinella jimi e R.icterica na penetração do vírus da raiva em células de mamífero 

mediado pelo receptor nicotínico de acetilcolina. 94 f. Dissertação (Toxinologia). 

Instituto Butantan, 2013. 

A raiva é uma doença infecciosa aguda causada por um vírus que afeta o sistema 

nervoso central. O vírus se replica no local da inoculação e acredita-se que utilize os 

receptores nicotínicos da acetilcolina, localizados nas junções neuromusculares, 

para alcançar as terminações nervosas. Espécimes do gênero Bufo, recentemente 

dividido em Bufo no velho mundo e Rhinella no novo mundo, apresentam um grande 

número de alcalóides e esteróides em suas secreções cutâneas. O objetivo desse 

trabalho foi testar moléculas extraídas da secreção cutânea de anfíbios como 

possíveis interferentes no processo de infecção do vírus da raiva em células de 

mamífero. A secreção cutânea de Bufo (Rhinella sp.) foi coletada por estimulação 

mecânica. Foi realizada uma partição líquido-líquido (H2O-CH2Cl2) e as duas 

soluções resultantes foram purificadas por sistema RP-HPLC em coluna C18. A 

caracterização estrutural das moléculas foi realizada por espectrometria de massas. 

Foram realizados testes citotóxicos em células BHK-21 dos compostos isolados. 

Resumidamente, as células foram incubadas por 24h em placas de 96 orifícios com 

diferentes diluições das moléculas purificadas. Para os testes virológicos, foram 

realizados os testes de inibição de fluorescência e de inibição de focos 

fluorescentes, utilizando vírus fixo PV (Pasteur Virus), com tratamento simultâneo e 

com tempos diferentes de adição do vírus e das frações. Dezesseis frações foram 

obtidas por RP-HPLC. Os testes citotóxicos mostraram que 9 frações foram tóxicas 

para células BHK-21. Nos testes virológicos, a fração 2 mostrou um efeito 

duradouro, independente do tratamento simultâneo ou com tempos diferentes de 

adição do vírus e da fração. Análises por espectrometria de massas mostraram que 

essa fração contém um esteróide chamado helebrigenina. Além disso, essa fração 

não mostrou efeitos citotóxicos pelo teste MTT. A fração 14 foi capaz de reduzir a 

infecção pelo vírus em ambos os testes, aparentemente apresentando efeitos de 

competição com o vírus por algum receptor. Análises por espectrometria de massas 



 
 

mostraram que essa fração contém dois alcalóides indólicos, N`,N`-dimethyl 5-

hydroxytryptamione (bufotenina) e N`,N`,N`-trimethyl 5-hydroxytryptamine (5-HTQ). 

Essa fração apresentou efeitos citotóxicos em células BHK-21 no teste MTT (66% 

células viáveis).  As duas frações também foram efetivas em testes virológicos 

utilizando outra amostra de vírus da raiva, o CVS (Challenge Virus Standard). Os 

dois componentes da fração 14 foram isoladamente testados para atividade 

biológica e somente a bufotenina reteve efeitos antivirais. Análises por ressonância 

nuclear magnética confirmaram a estrutura da molécula. Foi realizado isolamento de 

bufotenina a partir de sementes de Anadenanthera colubrina, por extração em 

solução de acetona e purificação por RP-HPLC. A CC50 da bufotenina em células 

BHK-21 foi calculada após teste de MTT e análises pelo teste de Hoechst/PI 

indicaram que o efeito citotóxico da molécula está possivelmente relacionado a 

apoptose. O IC50 da bufotenina no vírus PV foi calculado após realização do teste de 

inibição de focos fluorescentes com diferentes concentrações dose-resposta de 

bufotenina. A bufotenina também apresentou atividade antiviral com diferentes 

amostras virais isoladas de animais infectados em células N2A. 

 

Palavras-chave: Anura; antiviral; toxinas animais; raiva; alcalóides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Barros, Hugo Vigerelli. Evaluation of the effects of alkaloids isolated from the skin 

secretion of Rhinella Jimi and R. icterica in the penetration of rabies virus in 

mammalian cells mediated by nicotinic acetylcholine receptors. 94 p. Master thesis 

(Toxinology). Instituto Butantan, 2013. 

Rabies is an acute infectious disease caused by a virus that affects the central 

nervous system. The virus replicates at the inoculation site and it is believed that it 

uses the nicotinic acetylcholine receptors, located in the neuromuscular junctions to 

reach the nerve endings. The genus Bufo, recently split into Bufo in the Old World 

and Rhinella in the New World, contain a large number of alkaloids and steroids in 

their skin secretion.  The aim of this study was to assay molecules extracted from the 

skin of amphibians as possible interfering agents in the process of infection of the 

rabies virus in mammalian cells. Bufo (Rhinella sp.) skin secretions were collected 

through mechanical stimulation. A liquid-liquid partition (H2O-CH2Cl2) was performed 

and the two resulting solutions were purified by RP-HPLC, in a C18 column. 

Structural characterization was performed by mass spectrometry.  Cytotoxic tests of 

the isolated compounds were performed over BHK-21 cells. Briefly, 96-well microtiter 

plates containing the cells were incubated for 24h in the media containing different 

dilutions of the purified molecules. For the virologic test, fixed strain PV (Pasteur 

Virus) was used on fluorescence inhibition test and fluorescent foci inhibition test, 

with both simultaneous and time course treatment of the cells with the virus and the 

fractions. Sixteen fractions were obtained by RP-HPLC. The cytotoxic tests revealed 

that 9 fractions were toxic to BHK-21cells. On the virologic test, fraction 2 showed a 

lasting effect, independent from the simultaneous and time course treatments in both 

tests. Mass spectrometric analyses showed that this fraction contains a steroid 

named hellebrigenin. This fraction also showed no cytotoxic effect on MTT test. 

Fraction 14 was able to reduce rabies virus infection in both tests, apparently 

showing competition effects. Mass spectrometric  analyses showed that this fraction 

contains two indole alkaloids, N`,N`-dimethyl 5-hydroxytryptamione (bufotenine) and 

N`,N`,N`-trimethyl 5-hydroxytryptamine (5-HTQ). This fraction showed cytotoxic effect 



 
 

on MTT test (66% viable cells). The two fractions also showed effects against CVS 

(Chalenge Virus Standard), another sample of rabies virus. The two individual 

components of fraction 14 were tested for biological activity in order to evaluate 

which retains the biological effect and only bufotenine showed antiviral effects. NMR 

analyses confirmed the structure of this molecule. Bufotenine was extracted from 

seeds of Anadenanthera colubrina in acetone solution and purified by RP-HPLC. The 

CC50 on BHK-21 cells was calculated after MTT test, and Hoechst/PI test indicated 

that the cytotoxic effect of bufotenine is possibly related with apoptosis. The IC50 of 

PV virus was calculated after foci inhibition test with dose-response bufotenine 

concentrations. When tested in N2A cell line, bufotenine was also effective against 

different samples of rabies virus isolated from infected animals. 

 

Keywords: Anura; antiviral; animal toxins; rabies; alkaloids. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Raiva: considerações gerais 

 

Dentre as doenças infecciosas, a raiva está entre as 10 maiores causas de 

morte humana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). É uma doença infecciosa 

aguda, causada por um vírus que compromete o Sistema Nervoso Central. Trata-se 

de uma encefalite de evolução rápida que pode acometer todas as espécies de 

mamíferos, incluindo o homem, sendo seu prognóstico fatal em praticamente todos 

os casos. Tem como hospedeiro, reservatório e transmissor, o animal que, 

principalmente por mordeduras e arranhaduras, pode transmitir a doença aos 

humanos (KOTAIT et al., 2009) e entre os principais reservatórios, temos os 

morcegos (Ordem Chiroptera) e os canídeos (Ordem Carnivora) (RUPPRECHT et 

al., 2002). 

A raiva está difundida em todos os continentes, exceto a Antártida. Pequenas 

ilhas como Bahamas e Bermudas e países como a Austrália, Finlândia, Islândia, 

Jamaica, Japão, Nova Zelândia, Noruega, Suécia, Taiwan, Reino Unido e Uruguai, 

são considerados livres da raiva em cães e gatos (CANADIAN FOOD AND 

INSPECTION SERVICE, 2011). 

Estima-se que ocorrem por ano aproximadamente 55.000 óbitos humanos 

pela doença no mundo, ocorrendo principalmente em áreas rurais do continente 

asiático e africano, onde os cães continuam sendo os principais hospedeiros e 

responsáveis pela maioria das mortes. Apesar de todos os grupos de pessoas 

serem susceptíveis à doença, a raiva é mais comum em pessoas menores de 15 

anos. (WHO, 2005). 
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Figura 1 - Distribuição mundial do vírus da raiva. 
 (A) Em laranja a distribuição do vírus clássico da raiva (Genótipo 1), em amarelo a 
distribuição do vírus da raiva e outros membros do gênero Lyssavírus, em verde o único 
país conhecido livre da raiva e do gênero Lyssavírus, a Nova Zelândia. (B) Número de 
mortes humanas pela raiva em 2004. Mapa mostra que nas áreas da região sudeste da 
Ásia foi onde ocorreu o maior número de mortes. 
Fonte: Schnell et al, 2010. 

 

Segundo o Ministério da Saúde, ocorreram no Brasil, no período de 1986 até o 

fim de 2009, 763 óbitos por raiva humana, sendo que entre esses casos, 518 

tiveram o cão como animal agressor, seguido pelos quirópteros que foram 

responsáveis por 135 casos (BRASIL, 2010). A figura abaixo mostra os casos 

confirmados de raiva humana no Brasil, entre os anos de 1.990 a 2.012. 

 

Figura 2 - Número de casos confirmados de raiva humana no Brasil entre os anos de 1990 e 
2012. 
Fonte: UF de residência. Brasil, Grandes Regiões e Unidades Federadas/SVS/MS. 
*dados atualizados em 22.06.12.  
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1.2 Vírus da raiva 

 

A doença é causada por um vírus da família Rhabdoviridae, gênero 

Lyssavirus e espécie Rabies vírus (RABV). Possui RNA de fita simples, polaridade 

negativa, linear, não segmentada, assim como os representantes de outras famílias 

da Ordem Mononegavirales (KOTAIT et al., 2009). 

Em relação à sua morfologia, o vírus apresenta forma de projétil, com uma de 

suas extremidades arredondada e outra plana. Tem comprimento médio de 180nm e 

diâmetro médio de 75nm. As espículas possuem cerca de 9nm. Pode ser dividido 

em duas partes, o ribonucleocapsídeo (RNP) e o envelope. O ribonucleocapsídeo 

possui o RNA e três proteínas: a nucleoproteína (N), associada ao RNA viral; a 

proteína L, que é responsável pela transcrição e replicação do RNA viral (RNA-

polimerase) e a proteína P, que é uma fosfoproteína. Já o envelope, é constituído 

por duas proteínas: a glicoproteína (G) e a proteína matriz (M) (TORDO et al., 2006). 

A glicoproteína é a única proteína que fica exposta na superfície do vírus e acredita-

se que por esse motivo seja a responsável pela interação do mesmo com a 

membrana da célula. Além disso, é o principal contribuinte para a patogenicidade do 

vírus e pela resposta de anticorpos neutralizantes (TOMAR et al., 2010). 

 

 

Figura 3 – Representação do vírus da raiva. 
RNP com o genoma RNA de fita simples, nucleoproteína (N) associada ao RNA, proteína 
L (RNA-polimerase) e a fosfoproteína (P). Envelope com a glicoproteína (G) e a proteína 
matriz (M), envolvendo o RNP. 
Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics, 2010. 
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Existe uma diferenciação entre os vírus rábicos denominados vírus “fixo” e 

vírus de “rua”. O primeiro tipo é representado por amostras virais utilizadas em 

laboratório, como a PV (Pasteur Virus) e o CVS (Chalenge Virus Standard). Já a 

denominação vírus de “rua” refere-se às amostras virais isoladas de animais 

infectados em ciclos da transmissão da doença que ocorrem naturalmente. Os vírus 

de rua podem apresentar um período de incubação variável, muitas vezes 

prolongado, ao contrário das amostras “fixas”, que apresentam um período de 

incubação relativamente curto, variando entre 4 e 7 dias, sendo utilizadas tanto para 

os testes laboratoriais como na produção de vacinas (KOTAIT et al., 2009). 

 

1.3 Replicação 

 

Assim como muitos outros vírus, o ciclo de replicação do vírus da raiva pode 

ser dividido nos seguintes eventos: adsorção, penetração, transcrição, tradução, 

maturação e liberação (FAUQUET et al., 2005). 

 

1.3.1 Adsorção 

 

O vírus liga-se a proteínas de membrana, que funcionam como receptores 

celulares, por meio das espículas formadas por trímeros da glicoproteína G que são 

encontradas na superfície do envelope viral (LAFON, 2005). 

Com relação ao neurotropismo, o vírus parece reconhecer receptores de 

membrana, como o receptor nicotínico da acetilcolina (nAChR), que é encontrado 

nas junções neuromusculares, sendo assim uma possível entrada do vírus no 

Sistema Nervoso (LENTZ et al., 1982). Existem diferentes tipos de nAChR no 

sistema nervoso, mas somente um tipo, que apresenta a subunidade α 1, é expresso 

nos músculos (LAFON, 2005). Os receptores nicotínicos da acetilcolina foram os 

primeiros potenciais receptores do vírus da raiva identificados. Por estarem 

localizados na membrana muscular pós-sináptica e não na membrana do nervo pré-

sináptico, não é provável que esses receptores atuem na entrada inicial do vírus nos 

neurônios motores, porém é possível que esses receptores auxiliem a entrada dos 

vírus nas junções neuromusculares, permitindo uma infecção mais eficiente dos 
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neurônios motores conectados. Além disso, como o vírus pode inicialmente se 

replicar nas células dos músculos estriados, esses receptores poderiam ser usados 

para infectar as células do músculo (SCHENEL et al., 2010). Segundo Lafon (2005), 

outros receptores como a molécula de adesão de células neuronais (NCAM) e o 

receptor p75 de neurotrofina (p75NTR) também atuam como receptores e 

facilitadores na entrada do vírus na célula, atuando em diferentes fases da infecção 

de acordo com a localização de cada molécula. Porém, o receptor nicotínico da 

acetilcolina continua sendo o mais estudado e parece ser o mais importante para o 

sucesso da infecção viral. 

A adsorção é dependente do pH, sendo 6,3 o mais favorável, pois este 

determina pequenas mudanças conformacionais na glicoproteína G. Em pH ácido, 

as espículas do envelope se tornam mais compridas e irregulares, sendo essa 

mudança reversível caso o  pH fique 7.0, retomando sua conformação original 

(GAUDIN et al., 1995). 

 

1.3.2 Penetração 

  

A penetração do vírus na célula depende da temperatura, sendo considerada 

37° C como ótima. A endocitose é a teoria mais aceita para explicar a entrada do 

vírus na célula (KLINGEN et al., 2008). 

Dentro da célula, ocorre a descapsidação do virion. Devido ao baixo pH, a 

membrana do vacúolo digestivo, este formado pela união do endossomo com o 

lisossomo, se une com a membrana do envelope viral, aumentando assim a pressão 

interna do virion, fazendo com que a ribonucleoproteína seja liberada diretamente no 

citoplasma celular. Dessa forma, o genoma não é danificado pelo suco digestivo dos 

lisossomos e também pelas nucleases e proteases celulares, já que está protegido 

pelo endossomo (ISENI et al., 1998). 

 

1.3.3 Transcrição 

 

Já no citoplasma da célula, a proteína L, que é uma RNA-polimerase, inicia a 

transcrição dos genes estruturais do vírus (N, P, M, G e L). A transcrição do RNA 

genômico ocorre da extremidade 3` para a extremidade 5`, produzindo 
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primeiramente um RNA chamado de líder e depois cinco RNA mensageiros 

correspondentes às proteínas estruturais do vírus. Logo após, em uma segunda 

etapa replicativa, as fitas positivas servem de moldes para a produção de fitas 

negativas complementares (BANERJEE e CHATTOPADHYAY, 1990). 

  

1.3.4 Tradução 

 

A tradução das proteínas virais ocorre simultaneamente com a transcrição, 

sendo que a tradução das proteínas N, P, M e L ocorre nos ribossomos livres no 

citoplasma celular e a tradução da proteína G ocorre nos ribossomos que estão 

ligados à membrana do reticulo endoplasmático rugoso (GAUDIN et al., 1992). 

 

1.3.5 Maturação 

 

A montagem da partícula viral no citoplasma da célula se inicia com a 

associação das proteínas N, P e L ao RNA recém-sintetizado, formando a 

ribonucleoproteína. Já as proteínas M seguem para dois locais diferentes: uma parte 

se une à ribonucleoproteína, enquanto a outra se insere na membrana plasmática da 

célula, preparando-a assim para a liberação dos virions por brotamento. Antes que 

este ocorra, a transcrição e a replicação são inibidas pela ação da proteína M, 

bloqueando assim a síntese de RNA (MESLIN et al., 1996). 

 

1.3.6 Liberação 

 

A ribonucleoproteína associada à membrana da célula causa uma pressão 

interna na mesma, fazendo com que essa região formada destaque-se do resto da 

célula, estimulando assim a liberação por brotamento (MESLIN et al., 1996). 

Já nos estágios finais, a partícula viral madura é revestida pela membrana 

plasmática celular, formando juntamente com a ribonucleoporteína o envelope viral e 

finalmente liberando novas partículas virais que poderão infectar outras células 

(WUNNER, 2002). 
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Figura 4 - Representação do ciclo de replicação do vírus da raiva. 
1- Adsorção e penetração na célula hospedeira por endocitose; 2- Liberação do genoma 
viral pela fusão da membrana viral e membrana do endossomo; 3- Transcrição, tradução e 
replicação para produção dos componentes virais; 4- Maturação com montagem dos 
componentes virais e liberação de novas partículas virais por brotamento. 
Fonte: Schnell et al, 2010. 

 

1.4 Patogenia 

 

A patogenia do vírus da raiva é bastante semelhante em todas as espécies de 

mamíferos. O vírus começa a se replicar no local de sua inoculação, inicialmente nas 

células musculares ou nas células do tecido sub-epitelial até atingir uma 

concentração suficiente para alcançar as terminações nervosas (KOTAIT et al., 

2009). Embora a ligação entre o vírus e a célula hospedeira seja o primeiro passo 

para o ciclo de replicação, ainda não é claro qual, ou quais, moléculas da célula 

hospedeira interagem com as glicoproteínas do vírus, mediando sua entrada na 

mesma (SCHNELL et al., 2010).  

Nas junções neuromusculares, através da glicoproteína, o vírus rábico se liga 

ao receptor nicotínico da acetilcolina. Após essa fase, os vírus atingem os nervos 

periféricos, onde seguem um trajeto centrípeto até atingir o sistema nervoso central 

(KOTAIT et al., 2009).  

Uma vez no sistema nervoso central, os vírus se replicam intensamente e 

seguem em direção centrífuga, disseminando-se através do sistema nervoso 
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periférico e autônomo para diferentes órgãos, como os pulmões, coração, rins, 

bexiga, folículo piloso, etc e para as glândulas salivares, sendo eliminado pela saliva 

(KOTAIT et al., 2009). 

Embora haja alguns poucos casos de sobrevivência, a grande maioria dos 

humanos que desenvolvem a raiva morrem em consequência da infecção 

(WILLOUGHBY et al., 2005). Diferente de outros vírus que causam infecção aguda, 

o vírus da raiva, devido ao seu neurotropismo, é capaz de sobrepor às defesas 

imunes do hospedeiro, levando a produção tardia de anticorpos, normalmente 

concomitante ao surgimento dos primeiros sintomas. Isso ocorre pelo fato de que, ao 

penetrar os neurônios, o vírus fica protegido da ação dos anticorpos, células do 

sistema imune e interferons (BRASIL, 2008). 

As células apresentadoras de antígenos fagocitam o vírus e o processam 

para que ocorra apresentação às células imunes. Essa apresentação é de extrema 

importância para a ativação das células T auxiliares, que por sua vez produzem 

citocinas que ativam outras células que podem promover a eliminação direta do 

vírus ou de células infectadas ou ainda auxiliar na produção de anticorpos pelos 

linfócitos B. Porém, a estimulação dos linfócitos B ocorre, na infecção natural, 

somente após o aparecimento dos sintomas clínicos, ou seja, após a invasão do 

sistema nervoso central, quando a doença já se estabeleceu de forma irreversível. O 

título de anticorpos neutralizantes do vírus da raiva permanece baixo até a fase 

terminal da doença, atingindo seu pico próximo à morte do hospedeiro (BRASIL, 

2008). Por isso, a vacinação continua sendo o método mais efetivo na prevenção da 

doença quando é administrada antes ou pouco depois da exposição ao vírus 

(JOHNSON et al., 2010). 

 

1.5 Receptores de acetilcolina e alcalóides 

 

Inicialmente, os receptores de acetilcolina foram definidos como nicotínicos ou 

muscarínicos, com base na ativação seletiva de dois alcalóides naturais: a nicotina, 

isolado da planta do tabaco (Nicotina tabacum) e a muscarina, isolada de uma 

espécie de cogumelo (Amanita muscaria) (DALY, 2005). 

Os receptores nicotínicos desempenham papéis fisiológicos críticos no cérebro 

e no corpo, respondendo a neurotransmissores excitatórios nas junções 
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neuromusculares, nos gânglios autonômicos e em sinapses selecionadas no cérebro 

e na medula espinhal. Também foi sugerido que possuem um papel na modulação 

de liberação de outros neurotransmissores como também no neurotropismo. 

(LUKAS et al., 1999). 

Já os receptores muscarínicos, entre outros efeitos, mediam a contração da 

musculatura lisa, secreção glandular e modulação da freqüência cardíaca e da força 

da contração. Há também evidências de que estão envolvidos no controle motor, na 

regulação da temperatura corporal, na regulação cardiovascular e na memória 

(CLAULFIELD e BIARDSALL, 1998). Após a nicotina, muitos outros agonistas 

nicotínicos de fontes naturais foram descobertos, como a citisina, a epibatidina e a 

anabasina. Isso possibilitou o desenvolvimento de diversos agonistas sintéticos. 

Foram descobertos também, através de fontes naturais, antagonistas nicotínicos 

como o curare, agonistas nicotínicos competitivos como os alcalóides das plantas do 

gênero Erythrina, além de antagonistas não competitivos como a cocaína e 

moduladores positivos da função nicotínica como a galantamina (DALY, 2005). 

A descoberta de novas substâncias agonistas, antagonistas e moduladoras, 

também possibilitou a identificação dos subtipos dos receptores nicotínicos e 

muscarínicos, sendo o primeiro dividido em tipos musculares, ganglionares e do 

sistema nervoso central (LUKAS et al., 1999) e o segundo dividido de M1 a M5, de 

acordo com suas diferentes funções em diferentes localizações, o que possibilita a 

aplicação de diferentes agentes terapêuticos em locais específicos como na caso da 

doença de Alzheimer e o mal de Parkinson (CLAULFIELD, BIARDSALL, 1998). Com 

a descoberta desses diferentes tipos de receptores, bem como a grande quantidade 

de substâncias que atuam nos mesmos, fica claro que as pesquisas sobre os 

receptores de acetilcolina e suas funções são dependentes principalmente dos 

produtos naturais e dos produtos sintéticos fabricados a partir deles (DALY, 2005). 

 

1.6 Alcalóides de anfíbios 

 

A Toxinologia, que é estudo das toxinas de micro-organismos, plantas e 

animais, bem como suas características, ações, funções e metabolismo, se mostra 

interessante e promissora, uma vez que venenos e secreções animais (e 

eventualmente moléculas secretadas e metabólitos secundários de 
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microorganismos) foram selecionados ao longo da evolução como moléculas que 

são produzidas por um organismo (espécie), mas com ação (alvo) 

fisiopatológica/farmacológica em outro. 

Durante muito tempo, as plantas foram as maiores fontes na busca de 

componentes bioativos para pesquisa de novos fármacos, porém, em anos mais 

recentes, essa busca de novas substâncias vindas a partir de fontes naturais se 

estendeu para outras fontes além das plantas como, por exemplo, os anfíbios 

(CLARKE, 1997). 

Os anfíbios são grandes representantes da fauna de vertebrados do planeta, 

podendo ser encontrados em quase todos os habitats terrestres e de água doce 

(FROST et al., 2006). São atualmente divididos em três ordens: Caudata ou urodela, 

onde se encontram as salamandras e tritões; Gymnophiona ou Apoda, representada 

pelas cecílias; e Anura, representada pelos sapos, rãs e pererecas (ZARDOYA; 

MEYER, 2001). 

A pele dos anfíbios desempenha funções extremamente importantes para a 

sobrevivência desses animais em diversos nichos ecológicos diferentes. Dentre 

estes papéis temos a respiração, regulação da água, excreção, controle de 

temperatura, dimorfismo sexual, camuflagem, entre outros (CLARKE, 1997). Além 

disso, a secreção cutânea de anfíbios, em função da grande diversidade molecular 

contida nesta, serve como proteção química contra predadores e microorganismos 

como fungos e bactérias (DALY et al., 1984). Entre essas substâncias temos 

proteínas, peptídeos, esteróides, aminas e os alcalóides (MACIEL et al., 2003). Os 

alcalóides detectados nas peles de anfíbios já ultrapassam o número de 800, 

divididos em mais de 20 classes estruturais (DALY et al., 2005). Podemos tomar 

como exemplo os sapos da família Dendrobatidae (conhecidas como rã da seta do 

veneno), encontrados na América do Sul e sul da América Central, que apresentam 

uma variedade de alcalóides não encontrada em nenhuma outra família de animais. 

Dentre os mais de 200 alcalóides já isolados dessa família, temos as batracotoxinas 

(DALY et al., 1984). Vale lembrar que esses alcalóides não são sintetizados pelo 

próprio animal e sim reciclados do seu alimento (como formigas e ácaros), que por 

sua vez reciclaram das plantas (DALY et al.,  2005). 
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1.7 Bufonídeos 

 

O gênero Bufo (recentemente divido entre Bufo, no velho mundo, e Rhinella no 

novo mundo) contém mais de 200 espécies de sapos (DUELLMAN, TRUEB, 1996), 

das quais 51 são encontradas na América do Sul (FROST, 1985). Apresentam uma 

grande quantidade de alcalóides e esteróides em sua secreção cutânea. Pode-se 

citar a bufotenina, um alcalóide triptamina assim como a serotonina, usado como 

mecanismo de defesa por sua propriedade tóxica (COSTA et al., 2005). Apesar 

desses sapos não terem um aparato de inoculação de veneno, possuem glândulas 

secretoras recobrindo todo o corpo. Algumas dessas glândulas, chamadas de 

parotóides, se localizam de forma bilateral localizadas na região pós orbital 

(SAKATE e OLIVEIRA, 2000) e consistem em uma agregação de inúmeras unidades 

de secreção que são capazes de armazenar grande quantidade de veneno e, por 

essa razão, foram chamadas de macroglândulas para diferencia-las das glândulas 

mucosas e granulares comuns encontradas pelo resto do corpo (JARED et al., 

2009). 

Uma das espécies facilmente encontrada na faixa costeira do Brasil é a 

Rhinella jimi (figura 4 A), que ocorre desde a foz do Amazonas, ao norte, até o sul 

dos Estados de Espírito Santo e Minas Gerais (figura 4 B), geralmente ocorrendo no 

interior até 200 km da costa e em altitudes de até 800 m. Têm como habitat florestas 

secundárias, cerrado, terras agrícolas e outras áreas abertas e ambientes alterados 

(THE IUCN RED LIST OF THREATENED SPECIES, 2012). 

Outra espécie de Rhinella também encontrada no Brasil é a Rhinella icterica 

(figura 4 C), que ocorre na região central, sudeste e sul do país e também no 

nordeste da Argentina (Províncias de Misiones e Corrientes) e na região oriental do 

Paraguai (figura 4 D), em altitudes de até 1.200 m. Apresenta uma grande 

diversidade de habitats, de florestas até ambientes abertos como o cerrado, além de 

ocorrer também em ambientes alterados (THE IUCN RED LIST OF THREATENED 

SPECIES, 2012).  
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Figura 5 - Distribuição geográfica das espécies Rhinella jimi e Rhinella icterica. 
(A) Rhinella jimi. Foto: William Quatman. Fonte: http://www.flickr.com/photos/ 
williamquatman/5298694196/. (B) Distruibuição geográfica da espécie Rhinella jimi. Fonte: 
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=54674. (C) Rhinella icterica. Foto: Roberto L. M. 
Novaes. Fonte: http://ardobrasil.blogspot.com.br/2011/01/rhinella-icterica-spix-1824.html. 
(D) Distribuição geográfica da espécie Rhinella icterica. Fonte: http://maps. iucnredlist. 
org/map.html?id=54668. 

 

 Envenenamentos de mamíferos domésticos, como os cães, pela ingestão de 

sapos desse gênero, se caracterizam pela ocorrência de alterações locais e 

sistêmicas, podendo levar à morte por fibrilação ventricular cardíaca (SAKATE, 

OLIVEIRA, 2000). Em humanos, apresenta potentes efeitos psicotrópicos 

associados a distúrbios mentais temporários e doenças cerebrais como a 

esquizofrenia e outros sintomas psicóticos (COSTA et al., 2005). Pode-se citar 

também as indolalquilaminas, que são aminas aromáticas farmacologicamente 

ativas atuando como vasoconstritores , convulsivos, alucinógenos e agentes 

colinérgicos (MACIEL et al., 2003). 

Na medicina tradicional chinesa, um preparado chamado Chan-Su, obtido a 

partir da secreção seca das glândulas da pele de sapos do gênero Bufo é 

tradicionalmente utilizado para os mais diversos fins medicinais. Esse 

“medicamento” tem sido “receitado” para tratamento de doenças como amidalite, dor 

http://www.flickr.com/photos/
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=54674
http://ardobrasil.blogspot.com.br/2011/01/rhinella-icterica-spix-1824.html
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de garganta, furúnculo e palpitações devido a suas ações anestésica e antibiótica. 

Em pequenas doses, estimula a contração do miocárdio, atua como anti-inflamatório 

e alivia a dor. Esses efeitos ocorrem, principalmente, pela presença de esteróides 

bufadienolides como a bufalina, cinobufagina e resibufogenina. A bufalina é 

conhecida por bloquear a vasodilatação e aumentar tanto a vasoconstrição como a 

resistência vascular e a pressão arterial. Embora o medicamento esteja disponível 

sem prescrição nas lojas de ervas chinesas, já foram documentados efeitos tóxicos 

do Chan-Su na literatura. Em altas dosagens, pode causar arritmia cardíaca, falta de 

ar, convulsões e até mesmo coma (DASGUPTA et al., 2000). 

 

As doenças virais com elevada mortalidade ainda são a principal causa de 

morte em seres humanos em todo o mundo. Embora já existam vacinas eficazes 

que levaram ou ainda podem levar à erradicação de importantes agentes virais 

patogênicos, algumas doenças ainda são difíceis de combater utilizando a 

abordagem convencional de vacinas (KITAZATO et al.,2007). 

O sucesso dos vírus perante a evolução se deu por 4 atributos: variação 

genética, variedade nos meios de transmissão, replicação eficiente na célula 

hospedeira e a habilidade de permanecer no hospedeiro. Como consequência, os 

vírus se adaptaram para todas as formas de vida, permitindo a ocupação de vários 

ambientes diferentes, resultando em vários tipos de doenças em humanos, plantas e 

animais (WAGNER e HEWLETT, 1999). 

O controle de uma infecção viral pode ser feito tanto utilizando profilaxia 

(efeito protetor) ou terapêutica (efeito de tratamento), de modo que possa diminuir 

e/ou controlar uma infecção que já se estabeleceu no hospedeiro (WAGNER e 

HEWLETT, 1999). Diferente de outras infecções, como as bacterianas, fúngicas e 

parasitárias, os vírus não são seres autônomos e necessitam de células vivas para 

se replicar. Isso faz com que sua replicação envolva as atividades metabólicas que 

ocorrem normalmente nas células, o que faz com que seja difícil estabelecer um 

tratamento que ataque o vírus (diretamente ou em seu mecanismo de replicação), 

sem causar efeitos adversos nas células infectadas (WAGNER e HEWLETT, 1999). 

Alem disso, o aparecimento de resistência viral às drogas e os efeitos graves 

induzidos por drogas antivirais têm causado problemas médicos graves, 

especialmente quando administrados em combinação ao longo de períodos 
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prolongados de tratamento. Além disso, embora muitos novos antivirais tenham sido 

aprovados nos últimos anos, estes medicamentos são bastante caros, limitando a 

sua utilização em países em desenvolvimento, onde geralmente esses tipos de 

infecção são mais prevalentes (KITAZATO et al.,2007). 

Produtos naturais são as fontes mais bem sucedidas na pesquisa de novas 

drogas. Apresentam uma maior diversidade estrutural do que a química 

combinatória, possibilitando encontrar diversas estruturas de baixa massa molecular 

que podem ser ativas em uma grande variedade de ensaios biológicos (HARVEY, 

2000). Das 520 novas drogas produzidas entre 1983 e 1994, 39% foram produtos 

naturais ou derivados dos mesmos, sendo que 60-80% de drogas antibacterianas e 

anticâncer foram derivados de produtos naturais (CRAGG et al., 1997). Além da 

abundância de compostos encontrados em produtos naturais, esses compostos 

geralmente apresentam um design “proposital”, normalmente para possibilitar uma 

vantagem para a sobrevivência e o crescimento do organismo produtor em 

determinado ambiente. Esses sistemas de defesa ecológicos, produzidos para 

combater formas de vida concorrente, geralmente apresentam alguma atividade 

biológica que dá a esse organismo essa vantagem (MISHRA e TIWARI, 2011). 

Embora os produtos naturais tenham sido a mais produtiva fonte de novas 

drogas, pouco da biodiversidade foi testada para atividades biológicas. Os avanços 

nas técnicas de separação e métodos analíticos possibilitaram que compostos ativos 

de fontes naturais fossem rapidamente isolados e identificados (HARVEY, 2000). O 

grande número de compostos derivados de produtos naturais em vários estágios de 

desenvolvimento clínico indica que o uso de modelos de produtos naturais é uma 

fonte viável de novos candidatos a medicamentos (MISHRA e TIWARI, 2011). 

Estudos conformocionais de um tetrapeptídeo interno da glicoproteína do 

vírus da raiva (Asn194-Ser195-Arg196-Gly197), considerado parte essencial do sítio de 

ligação do vírus ao receptor de acetilcolina, mostram que as cadeias laterais de 

Asparagina e Arginina conseguem, aparentemente, mimetizar a estrutura da 

acetilcolina, sendo assim responsável pela ligação do vírus ao receptor nicotínico da 

acetilcolina (TOMAR et al., 2010), sendo esta a aparente razão pela qual o vírus, 

uma estrutura basicamente proteica, seja capaz de penetrar a célula através de um 

receptor de alcalóide e não um receptor de proteínas.  Desta forma, é possível que 

no repertório da secreção cutânea destes anfíbios haja alcalóides que apresentem 
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pouco efeito farmacológico (por exemplo: convulsivo, hemético, excitatório, etc), mas 

que preservem a capacidade se ligar ao receptor e, de alguma forma, “atrapalhar” a 

penetração do vírus por esta via. O trabalho acabou por abordar outras classes 

moleculares, que não apenas alcalóides, uma vez que a base da seleção das 

moléculas ativas foi o ensaio biológico, que mesmo com técnicas de preparo de 

amostra compatíveis não exclui a possibilidade de diversidade molecular. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Testar moléculas extraídas de secreção cutânea de anfíbios (Rhinella sp.) 

como possíveis interferentes (antagonistas/inibidores/competidores) no processo de 

invasão/penetração celular pelo vírus da raiva, mediado por receptor de acetilcolina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Fracionar a secreção cutânea de Rhinella sp. 

 Identificar as moléculas purificadas. 

 Avaliar a toxicidade das moléculas obtidas sobre as células de mamíferos. 

 Avaliar a eficácia da ação das moléculas como interferentes no processo de 

invasão e penetração celular pelo vírus da raiva. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

 

O Instituto Butantan aborda o estudo de venenos e toxinas de diferentes 

espécies animais e seus efeitos em sistemas biológicos; e o Instituto Pasteur, por 

sua vez, é o Laboratório de Referência Nacional para o diagnóstico da raiva, 

desenvolvendo estudos em várias linhas de pesquisas para a implantação e 

aprimoramento de técnicas diagnósticas para esta doença. Sendo assim, este 

projeto foi realizado em parceria de ambos os institutos. 

 

3.1 Coleta da secreção de Rhinella sp. 

 

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de Biologia Celular do 

Instituto Butantan, e suas secreções foram coletadas e fornecidas pela equipe do Dr 

Carlos Jared. A secreção foi coletada por estimulação mecânica das glândulas 

parotóides, conforme exemplificado na figura 6, diretamente sobre o frasco de 

coleta. 

 

 

Figura 6 - Estimulação mecânica de glândula parotóide. 
(A) Espécime de Rhinella jimi com setas indicando localização de glândula parotóide. (B) 
Estimulação mecânica de glândula parotóide de Rhinella jimi. 
Fonte: Jared et al., 2009. 

 

3.2 Fracionamento da secreção cutânea de Rhinella jimi 

 

Como se trata de secreção complexa, mas cujos estudos iniciais já estão em 

andamento pelo grupo (TEMPONE et al., 2008), sabe-se que além dos alcalóides, 
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outras classes moleculares estão presentes na secreção. A fim de aperfeiçoar o 

processo de obtenção de moléculas pequenas, foi feita uma partição líquido-líquido 

(água: diclorometano) da solução aquosa da secreção cutânea. As duas partes 

obtidas foram então centrifugadas a 8.000 rpm e o sobrenadante separado e 

acondicionado em geladeira até serem processadas cromatograficamente.   

O fracionamento da secreção foi feito utilizando cromatografia líquida de alta 

eficiência em fase reversa (RP-HPLC) em um sistema HPLC binário (20A 

Prominence, Shimadzu Co., Japan). As amostras foram injetadas em coluna C18 

(ACE® 250 x 7,75mm), com solventes (A) ácido trifluoroacético / H2O (1:1000) e (B) 

ácido trifluoroacético / acetonitrila / H2O (1:900:100) em fluxo constante de 1,7 

mL/min a 30°C. O gradiente utilizado foi de 10 a 80% de solvente B em 35 minutos 

para a solução em diclorometano e de 10 a 70% de solvente B em 40 minutos para 

a solução em H2O.  As frações resultantes do processo foram coletadas em tubos 

separadamente e depois foram concentradas em sistema de concentração a vácuo 

para posteriores análises por espectrometria de massas e testes citotóxicos e 

virológicos. 

Para o refracionamento das frações, visando uma melhor purificação das 

moléculas, foi utilizada uma coluna C18 (ACE® 250 x 4,6 mm), com os mesmos 

solventes em fluxo constante de 1,1 mL/min, utilizando um gradiente de 13 a 15% de 

solvente B em 15 minutos a 4°C. 

 A estimativa da quantidade de moléculas foi realizada por meio de análise 

gravimétrica por meio de frascos tarados antes e depois da secagem, ou por meio 

de aferição direta da massa no caso de moléculas mais abundantes. 

 

3.3 Espectrometria de massas 

 

As análises por espectrometria de massas das frações obtidas pela separação 

cromatográfica da secreção cutânea de Rhinella sp. foram realizadas no laboratório 

de Parasitologia do ICB-USP, em colaboração com a Dra Sirlei Daffe, em um 

espectrômetro LCQDuoTM (ThermoFinnigan, USA), com uma fonte nanospray e 

acoplado a um sistema nanoHPLC (UltiMate HPLC System, LC Packings, Dionex, 

USA). As amostras foram diluídas em 5% acetonitrila em água, contendo 0,2% ácido 

fórmico e introduzidas no espectrômetro por infusão direta a um fluxo de 1µL/min. A 
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voltagem utilizada no spray foi 1,8 kV e a voltagem do capilar foi 46 V, com 

temperatura de 180°C. Os espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z e a 

aquisição e processamentos dos dados foram feitos pelo programa Xcalibur 

(ThermoFinnigan, USA). 

As frações também foram analisadas por espectrometria de massas no 

laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan, em um espectrômetro 

ESI-IT-Tof (Simadzu Co., Japão). As amostras foram diluídas em 50% acetonitrila 

em água, contendo 0,5% de ácido fórmico e injetadas diretamente no espectrômetro 

por injeção manual, em um injetor Rheodyne, em modo positivo, com fluxo de 50 

µL/min, na mesma solução usada na diluição das amostras. A voltagem da interface 

utilizada foi de 4,5 kV e a voltagem do detector, 1,76 kV, com temperatura de 200°C. 

A fragmentação foi feita por gás de colisão argônio, com 50% de energia e os 

espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. Os dados obtidos foram 

analisados pelo software LCMSsolution (Shimadzu Co., Japão). 

 

3.4 Ressonância Nuclear Magnética (NMR) 

 

Os testes foram feitos pela Central Analítica do Instituto de Química da USP, 

em colaboração da equipe do Dr. Massuo Jorge Kato, professor titular do 

Departamento de Química Fundamental da USP. 

Foram utilizados os parâmetros de análise para NMR de 1H, em 

espectrômetro Bruker DRX 500 (Bruker Co., Alemanha), frequência 500 MHz. As 

amostram foram diluídas em clorofórmio e foram realizados 128 scans. Os 

resultados foram processados no software TopSpin 1.3 (Bruker Co., Alemanha). 

 

3.5 Testes citotóxicos 

 

3.5.1 Teste de avaliação de alterações morfológicas em monocamadas 

de células 

 

Esse teste foi realizado no Laboratório de Sorologia do Instituto Pasteur, com 

o intuito de avaliar se as frações causavam alterações na monocamada de células 
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necessária para realização dos testes virológicos. Foram utilizadas células da 

linhagem BHK – 21 (Baby Hamster Kidney - ATCC® CCL – 10). As células foram 

cultivadas em frascos de poliestireno para cultura celular, com meio essencial 

mínimo de Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), sendo 

mantidas a 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2 até a formação da 

monocamada celular confluente. 

Para realizar o teste das frações purificadas, as mesmas foram diluídas em 

MEM e 50µL de cada uma delas foram depositadas em microplacas de 96 oríficios. 

Foram adicionados mais 50µL de MEM e em seguida foi feita uma diluição seriada 

na razão 2. Alíquotas de 50 µL de células BHK-21, na concentração de 5 x 104 

células/orifício, foram depositadas após a diluição e posteriormente incubadas por 

24h em estufa a 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2 (ARAÚJO et al., 2008). 

Após a incubação, as células foram observadas em microscópio óptico (Carl-Zeiss 

modelo Jena) em aumento de 100X e os efeitos citotóxicos foram comparados com 

os controles negativo (células + MEM) e positivo (células + DMSO 20%). 

 

3.5.2 Avaliação de viabilidade celular pelo teste MTT 

 

O teste de viabilidade celular foi realizado pelo método MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), de acordo com Takeuchi et 

al., (1991) e Mosmann (1983), com alterações. 

Foram utilizadas células da linhagem BHK – 21 (Baby Hamster Kidney - 

ATCC® CCL – 10). As células foram cultivadas em frascos de poliestireno para 

cultura celular, com meio essencial mínimo de Eagle (MEM), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), sendo mantidas a 37ºC, em atmosfera contendo 5% 

de CO2 até a formação da monocamada celular confluente. As amostras testadas 

foram diluídas em MEM e 50µL de cada uma delas foram depositadas em 

microplacas de 96 orifícios. Alíquotas de 50 µL de células BHK-21, na concentração 

de 5 x 104 células/orifício, foram depositadas e posteriormente incubadas por 24h em 

estufa a 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2. Após a incubação, o 

sobrenadante foi removido dos orifícios por sucção e foram adicionados 50 

µL/orifício de solução MTT (Sigma®), diluída em MEM (1 mg/mL) e a placa foi 

novamente incubada por 4 h. Após a incubação, a solução de MTT foi removida por 
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sucção e 100 µL de DMSO foram adicionados em cada orifício para dissolução dos 

cristais de formazan. Após leve agitação das placas, os cristais foram totalmente 

dissolvidos e a absorbância foi monitorada em espectrofotômetro (Molecular 

Devices®, SpectraMax M2) em leitura de 540 nm. Os resultados foram comparados 

com os controles negativo (células + MEM) e positivo (células + DMSO 20%). 

 

3.5.3 Viabilidade celular pelo teste Hoechst/PI 

 

O teste Hoechst/PI é um teste rápido para detecção de células em apoptose 

baseado na detecção de fluorescência da cromatina compactada em células 

apoptóticas. 

O teste foi realizado de acordo com Ormerod e Kubbies, 1992, com 

alterações. Foram utilizadas células da linhagem BHK – 21 (Baby Hamster Kidney - 

ATCC® CCL – 10). As células foram cultivadas em frascos de poliestireno para 

cultura celular, com meio essencial mínimo de Eagle (MEM), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), sendo mantidas a 37ºC, em atmosfera contendo 5% 

de CO2 até a formação da monocamada celular. Alíquotas de 1 mL de células, na 

concentração de 103 células, foram depositadas em cada poço em microplaca de 12 

orifícios e posteriormente incubadas por 24h em estufa a 37ºC, em atmosfera 

contendo 5% de CO2. Após a incubação, o meio foi removido dos poços por sucção 

e foi adicionado mais 1 mL de MEM contendo a amostra na concentração de 4 

mg/mL, sendo adicionado somente MEM no controle. Após incubação por mais 24 

horas, foi adicionado 10 µg de Hoechst 33342 (H) e 1 µg de iodeto de propídio (PI) 

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). As células foram analisadas por 

microscópio de fluorescência (Nikon Eclipse E1000, Nikon, Nakagawa, Japão). As 

imagens foram adquiridas com câmera CCD (Applied Imagimg model No. ER 339, 

Santa Clara, CA, USA). Os resultados foram expressos como porcentagem de 

células marcadas em uma cultura celular contendo pelo menos 300 células por 

poço. 
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3.6 Testes virológicos 

 

Esses testes foram realizados no Laboratório de Sorologia do Instituto Pasteur. 

Foram utilizadas, para os testes virológicso, somente as diluições das frações 

purificadas que, visualmente, não reduziram mais do que 80% das células viáveis no 

teste citotóxico. 

As amostras virais selecionadas para o teste foram os vírus fixos Pasteur 

Vírus (PV) e Challenge Virus Standard (CVS). Para os testes com o vírus PV, foi 

necessário fazer uma produção de novo lote de vírus, enquanto que nos testes com 

o CVS foi usado o mesmo lote que é utilizado na rotina do laboratório de Sorologia 

do Instituto Pasteur. 

    

3.6.1 Produção de vírus PV 

 

Para a realização dos testes virológicos, foi necessário fazer uma produção 

de um novo lote de vírus PV, a partir do vírus que estava sendo utilizado na rotina do 

laboratório. 

 Primeiramente foi feita a infecção das células. As células BHK-21 foram 

ressuspendidas do frasco de cultura celular (concentração de 106 células/ml). O 

vírus utilizado na rotina do laboratório foi diluído na diluição de trabalho previamente 

determinada (1:100). Em seguida, em um Becker, foi adicionado na proporção 1:1 

suspensões de células e de vírus. Posteriormente, 18 ml dessa suspensão foram 

adicionados em frasco de cultivo celular de 225 cm2, completando o volume com 72 

ml de MEM-SFB e o frasco foi então incubado a 37ºC por 72 horas. Após a 

incubação, a suspensão contendo as partículas virais foi coletada e aliquotada em 

tubos para centrífuga e foram centrifugados a 3.000 rpm a 4ºC por 10 minutos. O 

sobrenadante foi então coletado em tubos eppendorf e estocado a -80ºC (BATISTA 

et al., 2009). 
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3.6.2 Titulação do vírus PV para o teste de inibição de fluorescência 

 

Para realizar o teste foi necessário, primeiramente, fazer a titulação do vírus 

PV produzido para chegarmos à uma dose infectante em cultura de células 

(DICC100), sendo essa a diluição em que se visualiza 100% de infecção da 

monocamada celular confluente (BATISTA, 2009). 

 A titulação foi feita em microplaca de 96 orifícios, na qual foram colocados 

50l de MEM e 50l do vírus puro produzido (diluição 1:2) no primeiro orifício e 50l 

de MEM nos demais orifícios. Em seguida foi feita uma diluição seriada, passando 

50l do primeiro orifício para o segundo e assim sucessivamente até o 12° orifício, 

sempre na razão 2 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16...). Foram adicionados em seguida 100l de 

MEM em todos os orifícios e posteriormente 50l de suspensão de células BHK-21 

em cada orifício (5x105 células/orifício). A placa foi incubada a 37ºC em atmosfera de 

5% de CO2, durante 24 horas (BATISTA et al., 2009). As células foram então fixadas 

em banho de gelo, utilizando acetona 80% gelada (SMITH et al., 1996; CHAVES et 

al., 2006) e a reação revelada com adição de conjugado antivírus da raiva produzido 

pelo Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A leitura foi realizada em 

microscópio de fluorescência invertido LEICA DMIL em aumento de 100X. 

 

3.6.3 Titulação do vírus PV e CVS para o teste de inibição de focos 

fluorescentes 

 

Como o teste é baseado na contagem de focos fluorescentes em 18 campos 

do campo de leitura, foi necessário, primeiramente, fazer a titulação do vírus PV 

produzido para chegarmos à FFD50, ou seja, a dose formadora de focos em que se 

visualizam 50% dos 18 campos infectados no tapete celular. O mesmo foi feito com 

o vírus CVS. 

 As titulações foram feitas em microplaca de 96 orifícios, na qual foram 

colocados 50l de MEM-SFB e 50l dos vírus (diluição 1:10) no primeiro orifício e 

50l de MEM nos demais orifícios. Em seguida foi feita uma diluição seriada, 

passando 50l do primeiro orifício para o segundo e assim sucessivamente até o 12° 

orifício, sempre na razão 2, iniciando na diluição 1:10 (1:20, 1:40, 1:80...). Foram 
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adicionados em seguida 100l de MEM em todos os orifícios e posteriormente 50l 

de suspensão de células BHK-21 em cada orifício (5x105 células/orifício). As placas 

foram incubadas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2, durante 20 horas (BATISTA et 

al., 2009). As células foram então fixadas em banho de gelo, utilizando acetona 80% 

gelada (SMITH et al., 1996; CHAVES et al., 2006) e a reação revelada com adição 

de conjugado antivírus da raiva produzido pelo Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 

2009). A leitura foi realizada em microscópio de fluorescência invertido LEICA DMIL 

em aumento de 200X. O título do vírus foi calculado utilizando o método de 

Spearman-Karber. 

 

3.6.4 Teste com ketamina 

 

Já foi demonstrado que a ketamina, um antagonista não competitivo do 

receptor N-methyl-D-aspartato (NMDA), é capaz de inibir a produção de vírus da 

raiva de uma maneira dose-dependente em neurônios corticais de ratos. Esse efeito 

não está relacionado a nenhum mecanismo ligado à grande afinidade com esse 

receptor, mas sim por atuar na transcrição do genoma viral, não possibilitando a 

formação de novas estruturas virais infectantes (LOCKHART et al., 1992). Além 

disso, a ketamina já foi utilizada como controle positivo de inibição em outros 

experimentos utilizando cultura de células, como células epiteliais de rim de macaco 

verde africano (VERO) (MULLER et al., 2007). Por esses motivos, foi escolhido 

utilizar a ketamina como controle positivo de inibição do vírus da raiva nos 

experimentos virológicos desse trabalho, sendo necessário fazer testes para 

chegarmos a uma diluição da mesma que fosse capaz de inibir a infecção viral sem 

causar danos citotóxicos nas culturas de células usadas nos experimentos. 

 Em uma microplaca de 96 poços, foram realizadas 12 diluições seriadas de 

ketamina (DOPALEN®, 3000µM) na razão 2, começando de 1:2, colocando-se 50µL 

de ketamina no primeiro orifício e adicionando-se 50µL de Meio Essencial Mínimo de 

Eagle (MEM), com sais de Earle, suplementado com 10% de soro fetal bovino 

inativado. Depois da diluição, foram adicionados 50µL de vírus PV diluído 

previamente em banho de gelo na diluição de trabalho e 100µL de células BHK-21 

na concentração de 2,5X104 células/orifício. A microplaca foi incubada a 37ºC em 

atmosfera contendo 5% de CO2 por 20 horas. As células foram fixadas, em banho de 
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gelo, utilizando acetona 80% gelada (SMITH et al., 1996; CHAVES et al., 2006). A 

reação foi revelada com adição de conjugado antivírus da raiva produzido pelo 

Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A leitura foi realizada em microscópio de 

fluorescência invertido LEICA DMIL, aumento de 100 e 200X. Foi escolhida, como 

diluição de trabalho, a menor diluição que foi capaz de inibir a produção do vírus da 

raiva e que manteve a monocamada celular íntegra, sem grandes alterações 

citotóxicas. 

 

3.6.5 Teste de inibição de fluorescência 

 

Esse teste foi baseado no Microteste de Inibição de Fluorescência 

Simplificado (SFIMT), utilizado o protocolo segundo Favoreto et al. (1993), com 

modificações. 

 Foram realizadas seis diluições seriadas das frações purificadas, na razão 2, 

começando de 1:5, colocando-se 20µL da fração purificada no primeiro orifício e 

adicionando-se 180µL de Meio Essencial Mínimo de Eagle (MEM), com sais de 

Earle, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado. Depois da diluição, 

foram adicionados 50µL de vírus PV diluído previamente em banho de gelo na 

diluição de trabalho e 50µL de células BHK-21 na concentração de 5X104 

células/orifício. As microplacas foram incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5% 

de CO2 por 24 horas. As células foram fixadas, em banho de gelo, utilizando acetona 

80% gelada (SMITH et al., 1996; CHAVES et al., 2006). A reação foi revelada com 

adição de conjugado antivírus da raiva produzido pelo Instituto Pasteur (CAPORALE 

et al., 2009). A leitura foi realizada em microscópio de fluorescência invertido LEICA 

DMIL, aumento de 100X. Todas as frações foram testadas em duplicatas. 

 

3.6.6 Teste de inibição de focos fluorescentes com vírus PV e CVS 

 

 Esse teste foi baseado no Teste Rápido de Inibição de Focos Fluorescentes 

(RFFIT), utilizando o protocolo segundo Smith et al. (1996), adaptado a microplacas 

(CHAVES et al., 2006), com modificações. 

 Foram realizadas seis diluições seriadas de cada fração purificada, na razão 

2, começando de 1:2, colocando-se 50µL da substância purificada no primeiro 
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orifício e adicionando-se 50µL de Meio Essencial Mínimo de Eagle (MEM), com sais 

de Earle, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado. Depois da diluição, 

foram adicionados 50µL de vírus PV diluído previamente em banho de gelo e 100µL 

de células BHK-21 na concentração de 2,5X104 células/orifício.  

Alternativamente, foram realizadas duas modificações nos testes, nas quais o 

vírus PV foi adicionado: 1) em diferentes tempos (1, 3 e 6 horas), após a incubação 

das células com as frações (teste do possível efeito protetor); e 2) testes nos quais  

as frações foram adicionadas em diferentes tempos (1, 3 e 6 horas) após a 

incubação do vírus com e as células, (teste do possível efeito terapêutico). Em 

ambos os testes, as microplacas foram incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 

5% de CO2 por 20 horas e as células foram fixadas, em banho de gelo, com acetona 

80% gelada (SMITH et al., 1973). A reação foi revelada com adição de conjugado 

antivírus da raiva produzido pelo Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A 

leitura foi realizada em microscópio de fluorescência invertido LEICA DMIL. Todas as 

frações foram testadas em duplicatas e os resultados foram baseados nas médias 

das mesmas. 

Para os testes com o vírus CVS, apenas foram testadas as frações que 

apresentaram resultados nos testes virológicos utilizando-se o vírus PV. As frações 

testadas foram utilizadas nas maiores concentrações que apresentaram resultados 

nos testes com o vírus PV e também foram testadas nas variações de tempo nas 

quais os resultados foram melhores de acordo com cada fração. 

 

3.6.7  Teste de inibição de fluorescência em células N2A 

 

Esse teste foi baseado na técnica de Isolamento Viral em Cultura Celular, 

utilizando o protocolo segundo Castilho et al. (2007), com modificações. 

Em uma microplaca de 96 orifícios, foram inoculadas suspensões de 

diferentes amostras de vírus: PV, CVS e também vírus isolados de amostras de 

sistema nervoso central de morcegos insetívoros, bovinos e cães, sendo estas 

amostras diagnosticadas como positivas para o vírus da raiva por técnica de 

imunofluorescência direta no laboratório de Virologia do Instituto Pasteur. Durante o 

preparo da microplaca, a mesma foi mantida sobre gelo. Em seguida foram 

adicionados 110 µL de Meio Essencial Mínimo de Eagle (MEM), com sais de Earle, 
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suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e com adição de aminoácidos 

essenciais e também 50 µL de bufotenina purificada das sementes de 

Anadenanthera colubrina (diluída em MEM), na concentração de 4 mg/mL. O 

material adicionado na placa foi em seguida homogeneizado e, após ser retirado do 

gelo foram adicionados 100 µL de células N2A (neuroblastoma de camundongo) na 

concentração de 5x105 em cada um dos poços. As microplacas foram então 

incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2 por 96 horas. As células foram 

fixadas, em banho de gelo, utilizando acetona 80% gelada (SMITH et al., 1996; 

CHAVES et al., 2006). A reação foi revelada com adição de conjugado antivírus da 

raiva produzido pelo Instituto Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A leitura foi 

realizada em microscópio de fluorescência invertido Nikon TE2000-S, aumento de 

100X. Todas as frações foram testadas em duplicatas e o efeito de inibição de 

infecção foi comparado aos controles negativos (células + vírus). 

 

3.7 Isolamento de bufotenina de sementes de Angico branco 

(Anadenanthera colubrina) 

 

As sementes de Anadenanthera colubrina foram obtidas da empresa 

fornecedora (Arbocenter Comércio de Sementes Ltda, Birigui, São Paulo lote 0019). 

 Para o isolamento da bufotenina das sementes foi utilizado o protocolo 

descrito por Stromberg., (1953), com alterações. Utilizando-se um gral, com auxílio 

de pistilo, 20 g de sementes foram moídas. Foram adicionadas em seguida 5 g de 

carbonato de sódio (Na2CO3) e H2O deionizada até a formação de uma mistura 

uniforme que foi então liofilizada. Em seguida foram adicionados 50 mL de acetona 

(CH3COCH3), formando uma solução amarelada, sendo esta filtrada mecanicamente 

para remoção do material não solubilizado. O processo foi repetido, totalizando três 

extrações. A solução foi então concentrada em sistema de rotavapor e foi então 

submetida à cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC) em 

um sistema HPLC binário (20A Prominence, Shimadzu Co., Japan). 

As soluções foram injetadas em coluna C8 (ACE® 250 x 4,6 mm), com 

solventes (A) ácido trifluoroacético / H2O (1:1000) e (B) ácido trifluoroacético / 

acetonitrila / H2O (1:900:100) em fluxo constante de 1 mL/min a 30°C. O gradiente 

utilizado foi de 0 a 100% de solvente B em 20 minutos. As frações resultantes do 
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processo foram coletadas em tubos separadamente e depois foram concentradas 

em sistema de concentração a vácuo para posteriores análises por espectrometria 

de massas e testes citotóxicos e virológicos. A estimativa da quantidade de 

moléculas foi realizada por meio de análise gravimétrica por meio de frascos tarados 

antes e depois da secagem. 

 

3.8 Análises estatísticas 

 

As porcentagens de inibição das frações, nos testes virológicos, foram 

calculadas pela média das triplicatas de um único experimento. Já as porcentagens 

de células viáveis pelo teste MTT foram calculadas pela média das triplicatas de dois 

experimentos diferentes e a porcentagem de inibição pela bufotenina isolada de 

Anadenanthera colubrina pela média das triplicatas de três experimentos diferentes. 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão e as comparações 

interespecíficas foram feitas através do teste T- student, sendo que os valores foram 

considerados significantes quando p≤ 0,05. As concentrações de 50% de 

citotoxicidade (CC50) e de 50% de inibição (IC50) foram calculadas a partir de curvas 

doses-resposta após análise de regressão linear e estas análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Fracionamento da secreção cutânea de Rhinella jimi 

 

Foram obtidas 16 frações utilizando-se cromatografia líquida de alta eficiência 

em fase reversa (RP-HPLC), sendo 11 delas obtidas na solução em diclorometano e 

cinco na solução em H2O. As frações foram numeradas de 1 a 16, de acordo com a 

ordem em que aparecem no perfil cromatográfico, como mostram as figuras 7 e 8. 

 

Figura 7 - Perfil cromatográfico da diluição em diclorometano. 
As setas enumeradas de 1 a 11 indicam os picos que foram coletados, de acordo com a 
ordem em que aparecem no perfil. Os picos não enumerados não foram coletados por 
terem pouca intensidade ou por se tratarem de impurezas presentes na coluna ou nos 
solventes. 
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Figura 8 - Perfil cromatográfico da solução em H2O. 
As setas enumeradas de 12 a 16 indicam os picos que foram coletados, de acordo com a 
ordem em que aparecem no perfil. Os picos não enumerados não foram coletados por 
terem pouca intensidade ou por se tratarem de impurezas presentes na coluna ou nos 
solventes. 

 

4.2 Espectrometria de massas 

 

Todas as frações obtidas pelos processos de cromatografia foram submetidas 

à análise por espectrometria de massas. As análises mostraram que a maioria das 

frações são compostas por moléculas virtualmente puras, cuja faixa de massa está 

compreendida entre 180 a 800 Da, aproximadamente. As frações que apresentaram 

atividade nos testes virológicos (frações 2 e 14) foram submetidas a análises 

complementares por espectrometria de massas (avaliação de pureza e perfil de 

fragmentação). Na fração 2 ocorre a presença de um componente majoritário de 417 

m/z, embora também ocorra a presença de outros componentes como mostra a 

figura 9. 
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Figura 9 - Espectro de massas da fração 2. 
 Espectro mostrando a presença de um componente majoritário de 417 m/z (*). 

 

 Analisando o padrão de fragmentação do íon de 417 m/z por MS/MS (figura 

10), foram observados fragmentos nos quais houve perda de 18 e 28 Da, que 

correspondem a perdas comuns de H2O e CO, respectivamente. 

 

 

Figura 10 - Fragmentação do íon de 417 m/z. 
Fragmentação do íon 417 m/z, onde com perdas sucessivas de 18 e 28 Da, gerando íons 
de 399, 381, 363, 335 e 317 m/z. 

 

 Ao comparar esse padrão de fragmentação com o que já está descrito na 

literatura (figura 11), foi possível chegar à provável identidade da molécula. Trata-se 

de um esteróide, a helebrigenina. 
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Figura 11 - Padrão de fragmentação de bufadienolides protonados. 
 Fragmentação que resulta no íon de 317 m/z correspondente a Helebrigenina. Fonte: Ye    
e Guo, 2005. 

 

 Para se obter o componente de 417 m/z puro, a fração contendo esta 

molécula foi submetida a etapas adicionais de cromatografia em gradientes 

otimizados. Apenas a parte superior do pico simétrico foi coletada, sendo possível 

desta maneira, obter a molécula pura, como mostra a figura 12. 

 

 

Figura 12 - Espectro de massas da purificação da fração 2. 
 Espectro mostrando a presença do componente de 417 m/z puro. 

 

 Na fração 14 nota-se a presença de um componente majoritário de 205, além 

de dois outros íons, um de 219 e um de 160 m/z, como mostra a figura 13. 

 

 

Figura 13 - Espectro de massas da fração 14. 
Espectro mostrando a presença de um componente majoritário de 205 m/z e outros de 
219 e 160 m/z. 

 

 Ao analisar o padrão de fragmentação dos íons de 205 e 219 m/z, foi possível 

observar, em ambos os casos, a presença de um fragmento de 160 m/z (figura 14 e 

100 150 200 250 300 350 400 m/z
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Inten. (x10,000,000)

205.120

219.135

160.066
317.162

409.232118.075



52 

 

15), mostrando que a presença do íon de 160 m/z no espectro da fração 14 pode ser 

um fragmento de um ou ambos componentes. 

 

Figura 14 - Fragmentação do íon de 205 m/z. 
 Fragmentação do íon 205 m/z, onde é possível observar fragmento resultante de 160 m/z. 

 

 

Figura 15 - Fragmentação do íon de 219 m/z. 
Fragmentação do íon 219 m/z, onde também é possível observar fragmento resultante de 
160 m/z. 

 

 Ao comparar o padrão de fragmentação das duas moléculas com dados da 

literatura, conseguimos chegar à provável identidade de ambas as moléculas. A de 

205 m/z parece corresponder à N`,N`-dimethyl 5-hydroxytryptamione (bufotenina) e a 

de 219 m/z parece corresponder à N`,N`,N`-trimethyl 5-hydroxytryptamine (5-HTQ), 

ambos alcalóides indólicos encontrados na pele de anfíbios como a rã Litoria áurea, 

que quando fragmentados resultam num componente de 160 m/z, como mostra a 

figura 16 (McClean et al., 2002). 
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Figura 16 - Fragmentação de alcalóides indólicos de secreção cutânea de anfíbios. 
A figura mostra a fragmentação de alguns alcalóides indólicos de secreção cutânea de 
anfíbios, entre eles a bufotenina (205 m/z) e a 5-HTQ (219 m/z), todos resultando 
fragmentos de 160 m/z. Fonte: McClean et al., 2002.  

 

4.3 Teste citotóxico 

 

As concentrações de cada fração que apresentaram, ou não, efeitos 

citotóxicos, são mostradas na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Concentrações citotóxicas das frações 1 a 16 no Teste de avaliação de alterações 
morfológicas de monocamada de células BHK-21. 
 

 
[ ]* Concentração 

Fração Maior [ ] testada (mg/mL) [ ] citotóxica com alterações morfológicas (mg/mL)

1 0,4 ───

2 1,2 ───

3 0,2 ───

4 0,8 ───

5 0,4 ───

6 1,13 ≥  1,13

7 6,86 ≥ 1,71

8 1,0 ≥ 1,0

9 1,0 ───

10 1,0 ≥ 0,25

11 0,6 ───

12 1,0 ≥ 0,50

13 1,0 ≥ 0,124

14 3,9 ≥ 1,95

15 1,0 ≥ 0,25

16 1,0 ≥ 0,25

Teste de avaliação de alterações de monocamada de células BHK-21
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De todas as frações testadas, nove mostraram algum tipo de citotoxicidade 

(figura 17), causando diferentes alterações morfológicas ao serem comparadas com 

o controle negativo (células + MEM) e com o controle positivo (células + DMSO 

20%), enquanto que sete delas não apresentaram efeito citotóxico com alterações 

morfológicas mesmo nas maiores concentrações testadas. 

 

 

Figura 17 - Efeito citotóxico das frações em células BHK-21. 
(A) Controle negativo (células + MEM), (B) Controle positivo (células + DMSO 20%), (C) 
Fração 6, (D)Fração 7, (E)Fração 8, (F)Fração 10, (G) Fração 12, (H) Fração 13, (I) 
Fração 14, (J) Fração 15, (L) Fração 16. Aumento: 100X. 
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As frações que apresentaram resultados de inibição nos testes virológicos 

foram submetidas também ao teste MTT, para poder determinar a porcentagem de 

células viáveis após o tratamento com moléculas presentes nas frações. 

 A fração 2 foi testada em sua maior concentração que apresentou resultados 

nos testes virológicos (1,2 mg/mL) e não apresentou diferença estatística (p< 0,05) 

ao ser comparada com o controle negativo (células + MEM) como mostra a figura 

18. 
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Figura 18 - Ação da fração 2 no teste MTT. 
O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis após tratamento com a fração 2 (1,2 
mg/mL) comparado com os controles negativo (células + MEM) e positivo (DMSO 20%), 
mostrando que não houve diferença estatística entre o controle negativo e a fração 2 
(p<0.05) pelo método do Teste t. 

 

Já a fração 14, também testada na maior concentração que obteve resultados 

nos testes virológicos (3,9 mg/mL), apresentou atividade citotóxica com diferença 

estatística significante (p< 0.05), com média de aproximadamente 66% de células 

viáveis, como mostra a figura 19. 
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Figura 19 - Ação da fração 14 no teste MTT. 
O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis após tratamento com a fração 14 (3,9 
mg/mL) comparado com os controles negativo (células + MEM) e positivo (DMSO 20%), 
mostrando que houve diferença estatística entre o controle negativo e a fração 14 (p<0.05) 
pelo método do Teste t. 
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4.4 Testes virológicos 

 

4.4.1  Testes com a ketamina 

 

Nos testes realizados utilizando ketamina como controle positivo de inibição, a 

diluição que apresentou os melhores resultados foi a de 1:128 (23.4 µM), uma vez 

que não foram observados danos citotóxicos significantes na monocamada celular 

(figura 20) e não houve diferença estatística (p<0.05) no teste MTT ao ser 

comparado com o controle negativo de citotoxicidade (figura 21). 

 

Figura 20 - Efeito citotóxico da ketamina em células BHK-21. 
 (A) Controle negativo (células + MEM), (B) Ketamina na diluição 1:32, (C) Ketamina na 
diluição 1:64, (D) Ketamina na diluição 1:128. Aumento: 100X. 
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Figura 21 - Ação da ketamina no teste MTT. 
O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis após tratamento com a ketamina 
comparado com os controles negativo (células + MEM) e positivo (DMSO 20%), 
mostrando que não houve diferença estatística entre o controle negativo e a ketamina (p< 
0.05) pelo método do Teste t. 
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Além disso, houve 100% de inibição na detecção de focos de fluorescência em 

ambos os testes virológicos com vírus PV (figura 22). 

 

Figura 22 - Ação da ketamina no teste de inibição de fluorescência e teste de inibição de focos 
fluorescentes. 
Teste de inibição de fluorescência: (A) Controle negativo (células + PV), (B) Tapete de 
células sem infecção pela ação da ketamina (diluição 1:128), aumento 100X. Teste de 
inibição de focos fluorescentes: (C) Controle negativo (células + PV), (D) Tapete celular 
sem focos fluorescentes pela ação da ketamina (diluição 1:128), aumento 200X. 

 

4.4.2 Teste de inibição de fluorescência 

 

Para o teste de inibição de fluorescência, a DICC100 do vírus PV 

estabelecida foi 1:100, sendo esta a diluição capaz de infectar 100% da 

monocamada celular. De todas as frações testadas, somente as frações 2 e 14 

mostraram uma diminuição significativa de células infectadas em comparação com o 

controle (células + vírus), como mostra a figura 23. 
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Figura 23 - Ação das frações 2 e 14 no teste de inibição de fluorescência. 
(A) Controle positivo de inibição (ketamina), (B) Controle negativo (células + PV), (C) 
Fração 2 (1,2mg/mL), (D) Fração 14 (3,9 mg/mL). 

 

4.4.3 Teste de inibição de focos fluorescentes 

 

Para o teste de inibição de focos fluorescentes, o cálculo da titulação do vírus, 

pela fórmula de Spearman-Karber, foi de 104.21, sendo esta a dose capaz de infectar 

50% dos 18 campos observados ao microscópio (FFD50). No teste do RFFIT 

original, é usado o valor de 100 FFD50 para testes sorológicos de titulação de 

anticorpos para o vírus da raiva. Como o teste realizado não se trata de medição de 

anticorpos, foi estabelecido utilizar 30 FFD50. 

Neste teste, as frações 2 e 14 mostraram diferença significativa no número de 

focos ao serem comparadas com os controles negativo (Células + PV) e positivo de 

inibição (ketamina), como mostra a figura 24. 
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Figura 24 - Ação das frações 2 e 14 no teste de inibição de focos fluorescentes. 
(A) Controle positivo de inibição (ketamina), (B) Controle negativo (células + pv), (C) 
Fração 2 (1,2mg/mL), (D) Fração 14 (3,9 mg/mL). 

 

Nos testes nos quais o vírus PV foi adicionado em diferentes tempos (0, 1, 3 e 

6 horas) após serem adicionadas as frações e as células, as frações 2 e 14 também 

mostraram resultados significantes. A fração 2 se mostrou mais eficiente em inibir a 

formação de focos fluorescentes quando o vírus PV foi adicionado 1 hora depois e 

manteve esse efeito de forma constante em 3 e 6 horas. Os resultados obtidos nos 

testes em diferentes tempos de adição do vírus PV e diferentes concentrações da 

fração 2 estão apresentados na figura 25. A ação da fração 2 também mostrou-se 

ocorrer de forma dose dependente, uma vez que quanto maior foi a concentração da 

fração, maior a porcentagem de inibição do vírus. 
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Figura 25 - Efeito da fração 2 em diferentes concentrações no teste de inibição de focos 
fluorescentes em diferentes tempos de adição de vírus PV. 
O gráfico mostra a porcentagem de inibição da fração 2 testada em diferentes 
concentrações e em diferentes tempos de adição do vírus PV (0, 1, 3 e 6 horas) em 
comparação com o controle negativo (células + PV) e com o controle positivo de 
inibição (ketamina). (A) Fração 2 – 1,2 mg/mL, (B) Fração 2 – 0,6 mg/mL, (C) Fração 2 
– 0,3 mg/mL, (D) Fração 2 – 0,15 mg/mL. 

 

A fração 14, por sua vez, mostrou ser mais eficiente quando adicionada 

juntamente com as células e o vírus PV (tempo 0), uma vez que a inibição do vírus 

foi menor com o aumento de horas de adição do vírus. No caso da fração 14, ficou 

mais evidente o efeito da dependência da dose. Os resultados obtidos nos testes de 

inibição de focos fluorescentes com a fração 14 estão apresentados na figura 26. 
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Figura 26 - Efeito da fração 14 em diferentes concentrações no teste de inibição de focos 
fluorescentes em diferentes tempos de adição de vírus PV. 
O gráfico mostra a porcentagem de inibição da fração 14 testado em diferentes 
concentrações e em diferentes tempos de adição do vírus PV (0, 1, 3 e 6 horas) em 
comparação com o controle negativo (células + PV) e com o controle positivo de 
inibição (ketamina). (A) Fração 14 – 3,9 mg/mL, (B) Fração 14 – 1,95 mg/mL, (C) 
Fração 14 – 0,97 mg/mL, (D) Fração 14 – 0,48 mg/mL.  

 

 Nos testes em que as frações foram adicionadas em diferentes tempos (0, 1, 

3 e 6 horas) após serem adicionadas as células e o vírus PV, a fração 2 não foi tão 

eficiente em inibir a formação de focos fluorescentes, mas na concentração de 1,2 

mg/mL manteve resultados similares em todos os tempos testados. Os resultados 

desses testes com a fração 2 estão descritos na figura 27.  
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Figura 27 - Efeito de inibição do vírus na adição da fração 2 em diferentes tempos no teste de 
inibição de focos fluorescentes. 
O gráfico mostra o efeito da adição da fração 2 em diferentes tempos (0, 1, 3 e 6 horas) 
e em diferentes concentrações em comparação com o controle negativo (células + PV) e 
com o controle positivo de inibição (ketamina). (A) Fração 2 – 1,2 mg/mL, (B) Fração 2 – 
0,6 mg/mL, (C) Fração 2 – 0,3 mg/mL, (D) Fração 2 – 0,15 mg/mL. 

 

 

 Nesses mesmos testes, a fração 14 não foi capaz de inibir a formação de 

focos fluorescentes em nenhuma das concentrações testadas a partir de 1 hora de 

adição da mesma. Os resultados obtidos com a fração 14 nesses testes estão 

mostrados na figura 28. 
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Figura 28 - Efeito de inibição do vírus na adição da fração 14 em diferentes tempos no teste de 
inibição de focos fluorescentes. 
O gráfico mostra o efeito da adição da fração 14 em diferentes tempos (0, 1, 3 e 6 horas) 
e em diferentes concentrações em comparação com o controle negativo (células + PV) e 
com o controle positivo de inibição (ketamina). (A) Fração 14 – 3,9 mg/mL, (B) Fração 14 
– 1,95 mg/mL, (C) Fração 14 – 0,97 mg/mL, (D) Fração 14 – 0,48 mg/mL.  

 

As frações também foram testadas no teste de inibição de focos florescentes 

utilizando o vírus CVS. Para tanto, o cálculo da titulação do vírus, pela fórmula de 

Spearman-Karber, foi de 103,16, sendo esta a dose capaz de infectar 50% dos 18 

campos observados ao microscópio (FFD50). No teste do RFFIT original, é usado o 

valor de 100 FFD50 para testes sorológicos que medem anticorpos para o vírus da 

raiva. Como o teste realizado não se trata de medição de anticorpos, foi 

estabelecido utilizar, assim como no vírus PV, 30 FFD50. 

A fração 2 foi testada na maior concentração que apresentou resultados contra 

o vírus PV (1,2 mg/mL) , sendo que o vírus CVS foi adicionado depois de 1 hora 

após a adição das células e da fração, uma vez que foi nessas condições que a 

fração obteve os melhores resultados com o vírus PV. A fração 2 foi capaz de 

reduzir a formação de focos fluorescentes pelo vírus CVS em cerca de 50%, como 

mostra a figura 29. 
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Figura 29 - Efeito da fração 2 no teste de inibição de focos fluorescentes com vírus CVS. 
O gráfico mostra a porcentagem de inibição da fração 2 na concentração de 1,2 mg/mL 
no teste em que o vírus CVS foi adicionado após 1 hora de tratamento das células com a 
fração. 

 

A fração 14, por sua vez, foi testada também na maior concentração (3,9 

mg/mL) e foi adicionada concomitantemente  com o vírus CVS, visto que foi nessas 

condições que a fração obteve melhores resultados com o vírus PV. Assim como no 

teste com o vírus PV, a fração 14 foi capaz de reduzir em 100% a formação de focos 

fluorescentes pelo vírus CVS, como mostra a figura 30. 

 

Figura 30 - Efeito da fração 14 no teste de inibição de focos fluorescentes com vírus CVS. 
O gráfico mostra a porcentagem de inibição da fração 14 na concentração de 3,9 
mg/mL no teste onde a fração e o vírus CVS foram adicionados simultaneamente. 

 

4.5 Purificação e caracterização bioquímica dos componentes da 

fração 14 

 

Para saber se os resultados obtidos com a fração 14 estão relacionados com o 

componente de 205 m/z ou com o de 219 m/z, foi necessário realizar a separação 

dos componentes desta fração. Após vários testes, a metodologia escolhida foi 

utilizando uma coluna C18 (ACE® 250 x 4,6mm), em fluxo de 1,1 mL/min com 

gradiente de 13 a 15% de solvente B em 15 minutos a 4°C, que permitiu a 

0

25

50

75

100 Controle negativo

Ketamina

Fração 2 - 1,2mg/mL

%
 d

e
 i
n

ib
iç

ã
o

0

25

50

75

100 Controle negativo

Ketamina

Fração 14 - 3,9mg/mL

%
 d

e
 i
n

ib
iç

ã
o



65 

 

separação dos dois componentes, nomeados fração 14a e fração 14b, conforme 

mostra a figura 31. Análises de espectrometria de massas confirmaram a separação 

dos dois componentes, sendo o pico 14a a bufotenina e o pico 14b a 5-HTQ, como 

mostrado nas figuras 32 e 33. 

 

Figura 31 - Refracionamento da fração 14. 
As setas enumeradas indicam a separação dos dois componentes presentes na fração 14. 

 

 

Figura 32 - Espectro de massas da fração 14a. 
Espectro de massas da fração 14a, mostrando a presença do componente de 205 m/z 
puro. 
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Figura 33 - Espectro de massas da fração 14b. 
Espectro de massas da fração 14b, mostrando a presença do componente de 219 m/z 
puro. 

 

As duas moléculas foram então novamente testadas no teste de inibição de 

focos fluorescentes com o vírus PV. Foi escolhido fazer o teste no tempo 0, ou seja, 

com as frações e o vírus sendo adicionado simultaneamente, uma vez que esse foi o 

tempo com os melhores resultados com a fração 14. As duas frações foram testadas 

nas mesmas concentrações (1 mg/mL) e foi observado que somente a fração 

chamada de 14a apresentou inibição do vírus, mostrando então que a molécula 

responsável pelos efeitos inibidores observados nos testes com a fração 14 é a 

molécula de 205 m/z, ou seja, a bufotenina. Os efeitos das frações 14a e 14b, 

comparados com os controles negativo e positivo, podem ser observados na figura 

34. 
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Figura 34 - Efeito de inibição do vírus PV pela adição das frações 14a e 14b. 
O gráfico mostra o efeito das frações 14a e 14b (1mg/mL) na inibição do vírus PV em 
comparação com o controle negativo (células + PV) e com o controle positivo de inibição 
(ketamina). 

 

A fração 14a também foi analisada por experimento de ressonância nuclear 

magnética para confirmação da estrutura e identidade da molécula. O experimento 
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feito pela Central Analítica do Instituto de Química, no qual foi confirmado que a 

molécula presente na fração 14a trata-se mesmo da bufotenina, como mostra o 

espectro da figura 35. 

 

Figura 35 – Espectro de NMR da bufotenina isolada de Rhinella jimi. 
Espectro de 

1
H da bufotenina isolada de Rhinella jimi, indicando os deslocamentos 

químicos das funções químicas da molécula conforme anotado na formula estrutural da 
molécula.  

 

4.6 Testes com alcalóide bufotenina isolado das sementes de 

Angico branco (Anadenanthera colubrina) 

 

Como os resultados obtidos com a fração 14a foram os que mais 

corresponderam aos objetivos propostos por esse trabalho e pelo fato da bufotenina 

já ser bem descrita na literatura, buscamos como alternativa para maior rendimento 

(em massa) obter esse alcalóide de outra fonte, no caso, de sementes de 

Anadenanthera colubrina. 

 

4.6.1 Isolamento de bufotenina de sementes de Angico branco 

(Anadenanthera colubrina) 

 

Após a obtenção da solução resultante da extração das sementes, a mesma 

foi concentrada e submetida à cromatografia líquida de alta eficiência em fase 

reversa (RP-HPLC), na qual foi possível observar o perfil cromatográfico 

apresentado na figura 36. Foram coletadas duas frações, referentes aos dois 
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maiores picos, que foram chamadas de fração A e fração B, também mostrados na 

figura 36. 

 

 
Figura 36 - Perfil cromatográfico da solução em CH3COCH3. 

As setas A e B indicam as duas frações coletadas, de acordo com a ordem em que 
aparecem no perfil. 

 
 

Análises por espectrometria de massas mostraram que a fração A 

corresponde a acetona, solução que foi usada no método de extração das 

sementes. Já a fração B, corresponde à bufotenina, como mostra a figura 37. Pode-

se notar que além do íon majoritário de 205 e seu fragmento típico de 160 (vide 

figuras 14 e 16), notamos a presença mais evidente de um dímero não covalente 

monocarregado formado na fase gasosa pós-ionização (m/z = 407), artefato comum 

em espectrometria de massas quando trata-se de moléculas puras e concentradas. 

Esse mesmo íon de 407 pode ser fracamente observado na figura 14. 
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Figura 37 - Espectro de massas da fração B. 
Espectro de massas da fração B, mostrando o pico de 205 m/z correspondente à 
bufotenina, além de seu fragmento típico de 160 e do dímero não covalente artefatual de 
407 m/z. 

 

De forma a confirmar que a bufotenina isolada da secreção cutânea de 

Rhinella jimi e a bufotenina isolada das sementes de Anadenanthera colubrina, 

tratam-se da mesma molécula, as duas foram analisadas por RP-HPLC nas mesmas 

condições em que a bufotenina das sementes foram purificadas. Foram feitas três 

corridas, na primeira com a bufotenina isolada de Rhinella jimi, a segunda com a 

bufotenina isolada de Anadenanthera colubrina e na terceira com as duas 

misturadas. Foi possível observar, pela sobreposição dos picos, que ambas as 

moléculas aparecem como um pico majoritário no cromatograma e que aparecem no 

mesmo tempo de retenção, sendo que este pico aumenta de intensidade ao analisar 

as duas moléculas juntas. A sobreposição dos picos, bem como intensidade e tempo 

de retenção podem ser observados na figura 38. 
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Figura 38 - Sobreposição dos perfis cromatográficos da bufotenina isolada de Rhinela jimi  e 
Anadenanthera colubrina. 
(A) Sobreposição dos perfis cromatográficos: bufotenina de Rhinella jimi  (vermelho), 

bufotenina de Anadenanthera colubrina (preto) e ambas misturadas (azul). (B) Zoom dos 

picos correspondentes a bufotenina, mostrando a sobreposição dos mesmos e o 

aumento de intensidade. 

 

4.6.2 Avaliação de viabilidade celular pelos efeitos da bufotenina 

 

Para avaliar a porcentagem de células viáveis, bem como avaliar efeitos 

citotóxicos do alcalóide, foi realizado o teste MTT utilizando a bufotenina em 

diferentes concentrações (8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 e 1 mg/mL), conforme está mostrado no 

gráfico da figura 39. Ao serem comparados com o controle negativo, somente nas 

concentrações de 2 e 1 mg/mL não houve diferença estatística (p<0,05), sendo a 

CC50 de 7,638 mg/mL. 
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Figura 39 - Ação da bufotenina no teste MTT. 

O gráfico mostra a porcentagem de células viáveis após tratamento com a bufotenina em 
diferentes concentrações comparado com os controles negativo (células + MEM) e positivo 
(DMSO 20%), mostrando que somente nas concentrações de 2 e 1 mg/mL não houve 
diferença estatística ao ser comparado com o controle negativo (p< 0.05) pelo método do 
Teste t. 

 

A bufotenina isolada das sementes de angico branco foi testada também pelo 

teste de Hoechst/PI. Foi possível observar ao microscópio que as células tratadas 

com a bufotenina apresentaram marcação de H&PI, um indicativo de células em 

apoptose tardia e não houve aumento da marcação somente com PI (indicativo de 

células em necrose), como mostra a figura 40. Isso ficou mais evidente após a 

contagem de células marcadas, cujos dados estão apresentados na figura 41. 

 
 

Figura 40 - Ação da bufotenina em células BHK-21 no teste Hoechst/PI. 
(A) Controle, (B) Células tratadas com bufotenina 4 mg/mL. As setas indicam células que 
foram marcadas com Hoechst 33342 (H), com iodeto de propídio (PI) e as células que 
foram marcadas com ambos (H&PI). Aumento 20X. 
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Figura 41 - Teste de viabilidade celular pela contagem de células BHK-21 marcadas no teste 
Hoechst/PI. 
O gráfico mostra a porcentagem de células marcadas com Hoechst 33342 (H

+
), 

marcadas com iodeto de propídio (PI
+
) e as células que foram marcadas com ambos 

(H&PI
+
). 

 

4.6.3 Efeitos de bufotenina isolada das sementes de Angico branco 

(Anadenanthera colubrina) nos testes virológicos 

 

A bufotenina isolada das sementes de angico branco também foram testadas 

em ambos os testes virológicos, em concentrações variando de 0,5 a 4 mg/mL. 

No teste de inibição de fluorescência, foi possível observar uma diminuição 

significativa na infecção viral (como mostra a figura 42), chegando a 100% de 

inibição nas concentrações de 3, 3,5 e 4 mg/mL. 
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Figura 42 - Ação da bufotenina isolada de sementes de angico branco no teste de inibição de 
fluorescência. 
(A) Controle positivo de inibição (ketamina), (B) Controle negativo (células + MEM). As 
outras imagens mostra o efeito da bufotenina em seis concentrações diferentes: (C) 0,5 
mg/mL, (D) 1 mg/mL, (E) 1,5 mg/mL, (F) 2 mg/mL, (G) 2,5 mg/mL e (H) 3 mg/mL. 
Aumento 100X. Os quadros brancos mostram as células em maior aumento, de 200X. 

 

As mesmas concentrações da molécula foram utilizadas no teste de inibição 

de focos fluorescentes. As porcentagens de inibição de cada concentração da 

molécula estão no gráfico da figura 43, sendo a IC50 de 1,581 mg/mL. 
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Figura 43 - Ação da bufotenina isolada de sementes de angico branco no teste de inibição de 
focos fluorescentes. 
O gráfico mostra a porcentagem de inibição do vírus da raiva em diferentes 
concentrações de bufotenina (de 0,5 a 4 mg/mL), comparados ao controles negativo 
(célula + MEM) e positivo de inibição (ketamina). 
 

Por serem testes preliminares, nos teste de inibição de fluorescência em 

células N2A, a bufotenina foi utilizada na concentração 4 mg/mL, concentração essa 

capaz de inibir 100% nos testes com vírus PV. Apesar de ser também um teste 

qualitativo, foi possível observar que a bufotenina causa inibição de fluorescência 

em todos os vírus testados, como mostra a figura 44.  
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Figura 44 - Ação da bufotenina isolada de sementes de angico branco no teste de inibição de 
fluorescência em células N2A com diferentes amostras de vírus da raiva. 
As imagens B, D, F, H e J  mostram os efeitos da bufotenina em diferentes amostras 

virais comparado com os controles negativos de inibição A, C, E, G e I (células +vírus), 

sendo A e B amostra viral PV, C e D amostra viral CVS, E e F amostra viral isolada de 

cão, G e H amostra viral isolada de bovino e I e J amostra viral isolada de morcego 

insetívoro. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 Embora o trabalho propusesse inicialmente o estudo da secreção cutânea de 

duas espécies de anfíbios (Rhinella jimi e R. icterica), estudos ainda não publicados 

pelo nosso grupo mostram que o conteúdo da secreção cutânea das duas espécies 

é muito parecido, havendo sobreposição da maioria das moléculas em ambas as 

espécies. Além disso, as duas moléculas que apresentaram o efeito biológico 

proposto por esse trabalho (helebrigenina e bufotenina) estão presentes em ambas 

as espécies. Como o projeto visava o estudo do efeito das moléculas, a fonte do 

material biológico (uma vez caracterizado estruturalmente) passa a não ser tão 

relevante, tanto que, visando um maior rendimento em massa das purificações, a 

bufotenina utilizada na parte final do trabalho proveio de fonte vegetal, sem qualquer 

prejuízo estrutural ou de efeito bioquímico e farmacológico.  

O método escolhido para realizar o fracionamento das secreções cutâneas de 

Rhinella. sp se mostrou eficaz, uma vez que foi possível obter diversas moléculas 

distribuídas em diferentes frações, sendo que na maioria foram encontradas 

moléculas puras. Como conceitualmente buscávamos moléculas pequenas, como 

alcalóides, o método também se mostrou eficaz, pois foram obtidas moléculas 

variando de 180 a 800 Da, sendo grande parte delas alcalóides e esteróides. O perfil 

cromatográfico se manteve constante ao longo de todas as coletas, mesmo quando 

usado o veneno de indivíduos diferentes, indicando alta reprodutividade do 

experimento e permitindo o uso de quaisquer espécimes, independente de sexo, 

idade, alimentação, tempo de permanência no biotério e sazonalidade. 

Outra condição experimental imposta no projeto foi a avaliação preliminar da 

citotoxicidade das moléculas/frações. Nos testes citotóxicos, algumas frações se 

mostraram bastante tóxicas para as células BHK-21, não permitindo que fossem 

utilizadas concentrações maiores para a realização dos testes virológicos. Outras 

frações, no entanto, não causaram efeitos citotóxicos visíveis nas células mesmo 

nas maiores concentrações testadas. Cabe ressaltar que os efeitos citotóxicos 

perceptíveis ao microscópio pela ação das frações não estão relacionados à 

presença de micro-organismos como fungos e bactérias, já que o meio de cultura 

usado nos experimentos é tratado com antibiótico.  
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As frações ativas nos testes virológicos foram submetidas a outros modelos 

de avaliação de citotoxicidade e viabilidade celular a fim de se verificar possíveis 

alterações metabólicas nas células que não necessariamente se configurem em 

alterações morfológicas ou de crescimento. Pelo teste de MTT foi possível observar 

que a fração 2, além de não apresentar alterações morfológicas visíveis nas células 

BHK-21, também não alterou a porcentagem de células viáveis na maior 

concentração testada, uma vez que não apresentou diferença estatística comparada 

ao controle negativo. A fração 14, por sua vez, apresentou leve efeito tóxico no teste 

de MTT (aproximadamente 66% de células viáveis), o que era esperado uma vez 

que também foi capaz de causar alterações morfológicas visíveis nas células. 

Duas frações obtidas da secreção cutânea de R.jimi, fração 2 e fração 14, 

mostraram resultados positivos (i.e., inibição da infecção viral) significativos em 

ambos os testes virológicos. Como a interpretação do teste de inibição de 

fluorescência é baseado na visualização da monocamada celular infectada como um 

todo, a avaliação é qualitativa. Mesmo assim, no caso da fração 14, ficou claro que 

essa inibição foi superior a 50%.  

No teste de inibição de focos fluorescentes, que é baseado na contagem de 

campos que apresentam infecção, os resultados ficaram mais evidentes. Nos testes 

em que o vírus PV foi adicionado em diferentes tempos (0, 1, 3 e 6 horas), a fração 2 

foi capaz de reduzir o número de infecções em todos os tempos na concentração de 

1,2 mg/mL, porém de maneira menos eficaz quando colocada no tempo 0, ou seja, 

juntamente com as células e vírus. Em 1, 3 e 6 horas foi capaz de reduzir mais as 

infecções e esse efeito se manteve de forma constante. Já nos testes em que a 

fração foi adicionada em tempos diferentes (0, 1, 3 e 6 horas), a fração 2 se mostrou 

menos eficaz em reduzir o número de campos com focos fluorescentes, mas foi 

capaz de reduzi-los em todos os tempos testados, mostrando assim um possível 

efeito de “tratamento”, já que foi capaz de reduzir a infecção mesmo após 6 horas de 

incubação do vírus com as células.  

 A partir das análises feitas por espectrometria de massas, juntamente com o 

que já está descrito na literatura, foi possível chegar à provável identidade da 

molécula presente na fração 2. Trata-se da helebrigenina, um esteróide pertencente 

ao grupo dos bufadinolideos, encontrado somente em alguns grupos de plantas 

como o gênero Helleborus e animais como os sapos do gênero Bufo (YE et al.,2006; 
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STEYN, VAN HEERDEN.,1998). Já foi demonstrado pelo nosso grupo que a 

helebrigenina apresenta atividade anti-Leishmania e anti-trypanossoma, não tendo 

sido tóxica também para macrófagos de mamíferos (TEMPONE et al., 2008). 

A fração 14, por sua vez, se mostrou altamente eficiente em inibir a formação 

de focos fluorescentes, reduzindo o número a 0 quando testada na concentração de 

3,9 mg/mL no tempo 0 de adição do vírus PV. O aumento de focos aumentou 

gradativamente conforme o aumento de tempo de incubação das células com o vírus 

PV. Já no experimento em que a fração 14 foi adicionada em diferentes tempos, a 

partir de 1 hora, já não foi observada a inibição de focos fluorescentes, 

apresentando o número máximo de 18 campos, mantendo-se assim também nos 

outros tempos testados. Esses efeitos da fração 14 sugerem que talvez esteja 

ocorrendo competição entre as moléculas da fração e o vírus PV, uma vez que seu 

efeito máximo foi observado quando ambos foram adicionados juntamente com as 

células e já perdeu o seu efeito ao ser adicionada 1 hora depois de incubação do 

vírus com a célula. Além disso, o fato de o efeito ser menor conforme o aumento de 

tempo de adição do vírus evidencia ainda mais esse possível efeito de competição. 

 Com as análises de espectrometria de massas e com o que há descrito na 

literatura, chegamos à possível identidade das duas moléculas presentes na fração 

14, a bufotenina e a 5-HTQ, ambos alcalóides indólicos encontrados na pele de 

anfíbios (McClean et al., 2002). Estas moléculas foram separadas e novos testes 

virológicos com o vírus PV foram realizados, sendo possível observar que somente a 

bufotenina manteve a atividade antiviral descrita para a fração. Simultaneamente, 

experimentos realizados por ressonância nuclear magnética confirmaram a 

identidade dessa molécula. Dada a similaridade estrutural das moléculas e o fato de 

se diferenciarem somente no número de grupos metil que substituem o nitrogênio, 

sendo dimetil no caso da bufotenina e um trimetil na 5-HTQ, é possível que a 

seletividade pelo receptor esteja relacionada com esta região da molécula. 

As duas frações foram também testadas com outra amostra de vírus da raiva, 

o CVS, e também apresentaram resultados significantes ao serem testadas nas 

mesmas condições em que apresentaram maior inibição com o vírus PV, mostrando 

que as frações também são capazes de inibir a infecção por amostras diferentes de 

vírus. 
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Como a fração 14, composta pela bufotenina, parece ter efeitos de 

competição com o vírus por algum receptor celular, se tornou a principal candidata a 

ter os efeitos inicialmente propostos para esse trabalho. 

A bufotenina é classificada como um alucinógeno triptamina do grupo dos 

alcalóides. A sua estrutura química foi descoberta em 1934, pelo grupo do químico e 

ganhador do prêmio Nobel, Heinrich Otto Wieland (1877 – 1957) e se relaciona com 

as estruturas dos alucinógenos psilocina e dimetiltriptamina (DMT), bem como ao 

neurotransmissor serotonina. Foi sintetizada pela primeira vez em 1935 – 1936 pelos 

químicos japoneses Toshio Hoshino e Kenya Shimodaira. O nome deriva do gênero 

Bufo de sapos, que compreende várias espécies capazes de secretar uma mistura 

complexa de substâncias psicoativas, entre elas, a bufotenina. A bufotenina também 

ocorre nos ovos de algumas espécies de sapos como Bufo alvarius e Bufo marinus 

(agora chamada Rhinella marina), como também em plantas do gênero 

Anadenanthera, alguns fungos, plantas superiores e animais (BLOM, 2010). 

Embora só tenha sido isolada em 1920, desde os tempos antigos a secreção 

de sapos teêm sido usada por xamãs e místicos como enteógeno, cujo significado é 

“manifestação interior do divino”. Sua toxicidade foi documentada já no primeiro 

século d.C pelo poeta romano Decimus Janius Juvenal (60 – 128 d.C). 

Pelo fato de, ao ser ingerida oralmente, a bufotenina ser rapidamente 

inativada pela monoamina oxidase (MAO) do corpo, geralmente ela é administrada 

por via intranasal, intravenosa, por inalação ou sob forma de enema. Para fins 

recreativos, algumas vezes é ingerida no ato de lamber o sapo, juntamente com 

alguma substância inibidora da MAO, como a tranilcipromina, um medicamento 

antidepressivo (BLOM, 2010). 

As alucinações causadas pela bufotenina são descritas como 

predominantemente de natureza visual. São relatadas alucinações visuais 

geométricas e simples, assim como aumento da intensidade das cores. Há relatos 

de intensas alucinações visuais e auditivas, ocorrendo segundos após inalação da 

fumaça de veneno do sapo seco, surtindo efeito por cerca de cinco minutos. 

Tradicionalmente foram feitas comparações com os efeitos de outros alucinógenos 

como o LSD e a mescalina, mas os efeitos da bufotenina são relatados como sendo 

mais leves e de menor duração. Devido à presença de outras toxinas no veneno e 

ovos de sapos Bufo, a ingestão oral destas substâncias podem ocasionar efeitos 
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colaterais inesperados, podendo resultar em ataques epilépticos, coma e 

eventualmente a morte (BLOM, 2010). 

Pelo fato de a bufotenina estar presente em outras fontes naturais, onde é 

possível obter a mesma molécula com um maior rendimento, fizemos o isolamento 

da mesma a partir de sementes de Anadenanthera colubrina. Também conhecida 

como “angico”, é uma espécie nativa de árvore que pode chegar até 35 m de altura, 

comumente encontradas em florestas subtropicais no Brasil, Paraguai, Bolívia e 

Argentina. No Brasil, está presente em alguns estados como Bahia, Espírito Santo, 

Mato Grosso, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro e São Paulo (CARVALHO, 

2002). É usada na medicina popular em infusão, maceração e tinturas, como 

antidiarréico e expectorante (CARVALHO, 2002). Sua casca apresenta propriedades 

hemostática, adstringente e propriedades curativas (LIMA, 2006). Estudos mostram 

que o extrato hidroalcoólico da casca e entrecasca acelera a neoangiogênese em 

feridas cutâneas de ratos (PESSOA, 2012). 

O isolamento da bufotenina de sementes se mostrou muito eficaz, uma vez 

que foi possível obter uma grande quantidade da molécula com poucas etapas de 

extração e apenas uma etapa cromatográfica. 

Com o teste MTT de viabilidade celular, foi possível calcular a CC50 da 

bufotenina em células BHK-21, que foi de 7,6 mg/mL, valor este superior à 

concentração da IC50, de 1,5 mg/mL. Valor superior também à concentração em que 

foi possível observar 100% de inibição em ambos os testes virológicos (3 mg/mL no 

teste de inibição de fluorescência e 3,5 mg/mL no teste de inibição de focos 

fluorescentes). Nos testes virológicos ficou evidente o efeito de dose-resposta da 

bufotenina, podendo ser facilmente visualizado pelas imagens do teste de inibição 

de fluorescência.  

A bufotenina isolada das sementes também foi testada em outro teste 

virológico com outro tipo de células, as N2A e diferentes amostras de vírus da raiva. 

Embora ainda sejam necessário testes dos efeitos tóxicos que a bufotenina pode ter 

na viabilidade desse tipo de célula, foi possível observar inibição de fluorescência 

em todas as amostras virais testadas, desde as amostras de vírus “fixo” PV e CVS, 

até os vírus de “rua” isolados de animais infectados (cão, bovino e morcego) no 

curso natural da doença. 
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O teste Hoechst/PI possibilitou um indicativo de que o efeito tóxico da 

bufotenina em células BHK-21 está relacionado à indução de apoptose. As células 

entram em apoptose quando não são mais necessárias para realizar suas funções 

ou quando podem apresentar algum tipo mau funcionamento ou alterações que 

podem impedir ou prejudicar um tecido de funcionar normalmente. É um processo 

fisiológico crucial para todos os organismos multicelulares e qualquer distúrbio desse 

processo pode acarretar em doenças (MORAES, 2008). Durante esse processo 

controlado de morte celular, ocorre a clivagem do DNA em fragmentos de 300 a 

500kb, posteriormente resultando em fragmentos de 180-200 pares de bases 

(BROWN et al., 1993). Isso ocorre simultaneamente a manifestações de mudanças 

morfológicas como, por exemplo, a condensação da cromatina. Os fragmentos são 

então diferenciados em fragmentos de baixa massa molar, capazes de passar pelos 

poros do núcleo e alcançar o citoplasma, e fragmentos de alta massa molar, que 

permanecem no núcleo (NAGATA, 2000). Já a necrose, é considerada como morte 

acidental, onde ocorrem mudanças na morfologia e na função mitocondrial e na 

habilidade da membrana plasmática de regular a pressão osmótica no interior da 

célula. Inicialmente começa com o aumento do volume citoplasmático devido à 

entrada de líquido, seguindo pela ruptura da membrana e de organelas, 

ocasionando extravasamento de lisossomos e material citoplasmático, culminando 

assim com fragmentação aleatória do núcleo (SINGH e AL-RUBEAI, 1998). 

Qualquer condição ou agente que altere o metabolismo celular é capaz de 

ativar o processo de morte celular programada. Células expostas a altos níveis de 

estresse, como por exemplo, altos níveis de toxinas, geralmente morrem por 

necrose. Isso ocorre devido ao fato de não haver tempo para a célula processar uma 

resposta ao estímulo da toxina, ocorrendo assim morte instantânea. Porém, em 

níveis intermediários de estresse, a célula pode ficar danificada, mas tendo tempo 

suficiente de ativar seus mecanismos de morte programada (COTTER e AL-

RUBEAI, 1995). A apoptose é um processo que geralmente dura 1 hora, fazendo 

com que uma cultura ou tecido apresente diferentes níveis evolutivos do processo 

após ocorrer o estímulo. Porém, em processos que ocorrem em cultivo in vitro, o 

processo de apoptose pode resultar em uma necrose secundária, processo no qual, 

devido à ausência de células fagocíticas especializadas, a célula apoptótica acaba 
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extravasando seu conteúdo, tal como acontece na necrose (SINGH e AL-RUBEAI, 

1998). 

No teste Hoechst/PI, o corante Hoechst 33342 (fluorescência azul) cora de 

forma mais intensa a cromatina condensada em células apoptóticas do que a 

cromatina de células normais. Já o iodeto de popídio (fluorescência vermelha), só é 

permeável em células com poros na membrana, característica de células em 

apoptose tardia e necrose. Nos testes com a bufotenina em células BHK-21, foi 

possível observar uma fluorescência azul mais intensa nas células tratadas com a 

molécula, bem como células marcadas com Hoechst e PI, indicando apoptose. Além 

disso, não houve um aumento de células marcadas somente com PI, indicando que 

o efeito tóxico da bufotenina em células BHK-21 esteja mais relacionado a apoptose 

do que a necrose. 

Os processos de inibição da infecção viral observados neste trabalho 

parecem ser decorrentes de dois mecanismos de ação distintos: 1) para a 

bufotenina, a inibição da penetração do vírus nas células ocorre apenas com a 

aplicação concomitante deste alcalóide e do vírus, reforçando a idéia da competição 

de ambos pelo receptor. A elucidação deste mecanismo dependerá de experimentos 

de eletrofisiologia e/ou patch clamp a serem realizados no futuro. 2) o segundo 

efeito, motivado pela helebrigenina, se mostrou duradouro e independente do 

momento da adição da molécula em relação ao vírus, ou seja, se caracteriza como 

um possível efeito na alteração de algum processo metabólico intracelular do qual o 

vírus dependa para se manter e/ou replicar. Esta hipótese condiz com o fato de que 

esteróides não utilizam os receptores de acetilcolina para promover seus efeitos 

celulares. A ação da helebrigenina pode ser decorrente do efeito de segundos 

mensageiros, ou do seu próprio efeito intracelular, sendo necessário outro conjunto 

de experimentos futuros que possam avaliar estas hipóteses. Vale reforçar que 

esses efeitos de inibição do vírus podem ser ainda mais significantes, ao levar em 

consideração eu a carga viral utilizada nos experimentos foi 30 vezes maior que a 

FFD50. Em suma, o modelo proposto se mostrou eficiente e eficaz, uma vez que foi 

possível obter moléculas a partir da secreção cutânea de anfíbios que foram 

capazes de inibir o vírus da raiva. 

Em relação aos objetivos inicialmente propostos neste trabalho, que eram de 

testar moléculas extraídas da secreção cutânea de anfíbios como possíveis 
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interferentes no processo de invasão celular pelo vírus da raiva, estes foram 

plenamente atingidos. Especificamente, foram propostos: (i) fracionar a secreção 

cutânea de Rhinella sp; (ii) identificar as moléculas purificadas; (iii) avaliar a 

toxicidade das moléculas obtidas sobre as células de mamíferos; (iv) avaliar a 

eficácia da ação das moléculas como interferentes no processo de invasão e 

penetração celular pelo vírus da raiva; objetivos todos alcançados no decorrer do 

trabalho. 

Chama a atenção que as duas moléculas ativas isoladas e caracterizadas 

neste trabalho possuem mecanismos de ação aparentemente bastante distintos, que 

foram designados como efeito ‘protetor’ (bufotenina) e efeito ‘tratamento’ 

(helebrigenina). Embora não tenha sido possível identificar se a interferência dessas 

moléculas foi mediada pelo receptor de acetilcolina, os resultados deste trabalho 

abrem perspectivas importantes no estudo do mecanismo de ação destas 

moléculas, como também na elucidação dos mecanismos de patogenicidade do 

vírus, abrindo caminho para o desenvolvimento de outras moléculas ativas, uma vez 

que a raiva é uma doença ainda sem prognóstico de cura e que mata, anualmente, 

milhares de pessoas, com predominância de jovens. 

Além disso, como a bufotenina possui fontes alternativas de obtenção, foi 

possível um aprofundamento dos estudos com esse alcalóide obtido a partir das 

sementes do angico. O mesmo racional foi tentado em relação a helebriegenina, 

mas sua fonte alternativa é uma flor decorativa europeia, de difícil acesso no Brasil.  

Não se propões aqui a prescrição da bufotenina como medicamento no 

tratamento da raiva em humanos, por várias razões, incluindo seu efeito psicotrópico 

alucinógeno. No entanto, com o avanço dos estudos na elucidação do mecanismo 

de ação antiviral desta molécula, pode-se optar por alguns dos inúmeros análogos 

de triptamina disponíveis comercialmente para um aprofundamento em estudos em 

modelos de infecção animal.  

Em conclusão, temos que a Toxinolgia continua se mostrando uma área do 

conhecimento na qual a combinação de uma pergunta científica de qualidade, com 

técnicas analíticas sofisticadas e modelos biológicos interessantes, pode ser capaz 

de produzir resultados científicos tão relevantes e inesperados como  a identificação 

de antivirais em anfíbios, mas que também se encontram nas sementes de árvores 

utilizadas em paisagismo urbano. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Foram purificadas e identificadas duas moléculas que apresentam algum 

efeito de inibição do vírus da raiva. 

 

A primeira molécula identificada trata-se de um esteróide, a helebrigenina, 

que não parece ter efeito relacionado com a penetração do vírus na célula e não 

apresenta efeitos de competição por receptores, sendo necessários outros 

experimentos para elucidar seu mecanismo de ação. Essa molécula não apresenta 

efeitos citotóxicos em células BHK-21. 

 

A segunda molécula identificada, a bufotenina, parece ter efeitos de 

competição com o vírus por algum receptor. Essa molécula apresenta leve efeito 

citotóxico em células BHK-21, possivelmente induzindo-as à apoptose. 

 

A bufotenina isolada das sementes de Anadenanthera colubrina manteve os 

efeitos biológicos observados com a bufotenina isolada de Rhinella jimi. 

 

O modelo proposto para este trabalho foi eficaz para obtenção de moléculas 

com efeito de inibição do vírus da raiva (PV e CVS) a partir da secreção cutânea de 

anfíbios. 
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