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Resumo:

INTRODUCAO: Anatoxina-a(s) € uma cianotoxina neurotoxica considerada o tnico organofosforado natural que compartilha
com outros organofosforados a mesma atividade inibitéria sobre a enzima acetilcolinesterase. OBJETIVO: Investigar o
mecanismo de interacdo entre o extrato de Anabaena sp. contendo anatoxina-a(s) (ECATAS) sobre o sistema nervoso central
e periférico de Nauphoeta cinerea em ensaios in vivo e in vitro. METODOLOGIA: O extrato contendo anatoxina-a(s)
utilizado foi gentilmente doado pelo Dr. Ernani Pinto, da Universidade de S0 Paulo - USP, S8o Paulo, Brasil. Foram
utilizadas baratas adultas da espécie Nauphoeta cinerea de ambos sexos, mantidas em insetério com temperatura (25-27°C) e
luminosidade controladas, com &gua e alimento ad libitum. Todos os ensaios envolvendo animais foram previamente aceitos
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNIPAMPA-CEUA, sob nimero de protocolo 043/2015, com vigéncia até
01/2019. A atividade in vitro da AChE foi avaliada utilizando uma metodologia convencional. A preparacdo nervo-musculo
coxal-adutor metatoracico foi montada como descrito por Martinelli et a. (2014). Os ensaios para medida da frequéncia
cardiaca foram realizados como descrito por Rodrigues et a. (2012). A avaiagdo do comportamento de grooming foi
realizada de acordo com Sturmer et a. (2014). Os ensaios de locomocdo foram realizados como descrito por Adedara et al.
(2015). Os resultados foram expressos como a média + erro padréo da média (EPM). A andlise estatistica foi realizada através
da andlise de varidncia One Way ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett, utilizando o software GraphPad Prism 6.0
(Software Inc., San Diego, CA), e as diferencas foram consideradas estati sticamente significantes quando p

Palavras-chave: Anatoxia(a)s, anticolinesterésico, neurotoxicidade, barata

Modalidade de Participacéo: Iniciacdo Cientifica

NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELO EXTRATO CONTENDO ANATOXINA-A(S) SOBRE O SISTEMA
NERVOSO DE BARATA

1 Aluno de graduago. rosaedumaria@gmail.com. Autor principal
2 Outro. dougllashio@yahoo.com.br. Co-autor

3 Qutro. kelly.af @usp.br. Co-autor

4 Docente. ernani @usp.br. Co-autor

S Docente. charistondalbelo@gmail.com. Orientador

6 Docente. luvinade@gmail.com. Co-orientador

Anaisdo 9° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE



0 conhecimento

] 1 ; :
” : Y 213 23 de novembro de 2017
& " : i : Fronteira da Paz
s n \/a I a ! e I’T] d a S Universidade Federal do Pampa
S Campus Santana do Livramento

SALAO INTERNACIONAL DE

ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO “\ K ¥ : ' " ' -r rO ﬂ t e ! lr a S
P ¥

NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELO EXTRATO CONTENDO ANATOXINA-A(S)
SOBRE O SISTEMA NERVOSO DE BARATAS DA ESPECIE Nauphoeta cinerea

1. INTRODUCAO

O volume de rejeitos produzido pela atividade humana aumenta a cada ano,
sendo o0 esgoto doméstico e industrial a principal fonte desses compostos, que séao
despejados nos recursos hidricos, sujeitando-os cada vez mais ao processo de
eutrofizacdo (ROCHA et al., 2009). Este processo de enriquecimento dos cursos
d’agua com compostos nitrogenados e fosfatados, favorece o crescimento biolégico,
aumentando a preocupacao com a ocorréncia de floracoes de cianobactérias. Estes
microrganismos sao capazes de sintetizarem e liberarem cianotoxinas, que podem
trazer maleficios a saude humana através do consumo de agua e pescado
contaminado (VEIGA et al., 2008).

A anatoxina-a(s) € uma cianotoxina neurotoxica, sendo considerada o Unico
organofosforado  natural, que compartiha com o0s outros compostos
organofosforados, como por exemplo o Triclorfon, a mesma atividade inibitéria sobre
a enzima acetilcolinesterase (CHORUS et al., 1999; STURMER et al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo investigar 0 mecanismo de interagdo
entre o extrato de Anabaena sp. contendo anatoxina-a(s) (ECATAS) sobre o sistema
nervoso central e periférico de Nauphoeta cinerea em ensaios in vivo e in vitro.

2. METODOLOGIA

O extrato contendo anatoxina-a(s) utilizado foi gentiimente doado pelo Dr.
Ernani Pinto, da Universidade de S&o Paulo - USP, Sao Paulo, Brasil. Como modelo
bioldgico, foram utilizadas baratas adultas da espécie Nauphoeta cinerea de ambos
sexos, mantidas em insetdrio com temperatura (25-27°C) e Iluminosidade
controladas, com agua e alimento ad /ibitum. Todos os ensaios envolvendo animais
foram previamente aceitos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNIPAMPA-CEUA, sob numero de protocolo 043/2015, com vigéncia até 01/2019.

A atividade in vitro da AChE foi avaliada utilizando uma metodologia
convencional. A preparagdo nervo-musculo coxal-adutor metatoracico foi montada
como descrito por Martinelli et al. (2014). Os ensaios para medida da frequéncia
cardiaca foram realizados como descrito por Rodrigues et al. (2012). A avaliacao do
comportamento de grooming foi realizada de acordo com Sturmer et al. (2014). Os
ensaios de locomogéao foram realizados como descrito por Adedara et al. (2015). Os
resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média (EPM). A andlise
estatistica foi realizada através da analise de variancia One Way ANOVA, seguida
pelo teste de Dunnett, utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (Software Inc., San
Diego, CA), e as diferencas foram consideradas estatisticamente significantes
quando p< 0.05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

A inibicdo da colinesterase de insetos por organofosforados naturais pode
resultar em modificagdes neurofisiolégicas importantes que resultam em alteracoes
comportamentais (ALONZO et al.,, 2008). A anadlise da atividade da AChE em
homogeneizado de cérebro de Nauphoeta cinerea ap6s o tratamento com ECATAS
(2.5, 5 e 50ug/g de animal), induziu uma inibicdo nao-dependente da dose (Figura
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Figura 1. Andlise da atividade da enzima acetilcolinesterase com tratamento in vivo
de ECATAS em homogeneizados de cérebro de N. cinerea, ****p<0.01, (n=6).

Atividade de AChE (%)

Apo6s um periodo de seis horas de incubagcdo com 2.5 ug/g de ECATAS
observou-se uma inibicdo da atividade da AChE de (56.88 + 2.6%). A dose de 5ug/g
induziu inibicao significativa da atividade da AChE, quando comparado ao controle
salina. Na dose de 50ug/g houve uma inibicdo da atividade da AChE (53.39 +
1.65%) (n=6, respectivamente).

Quando ECATAS (5, 25 e 50ug/g de animal) foi administrado em preparagéao
nervo-musculo coxal-adutor metatoracico de N. cinerea (Figura 2), houve inducao de
bloqueio neuromuscular nao-dependente da dose. Assim, com a menor dose do
ECATAS (5ug/g) observou-se aproximadamente 100% de bloqueio da resposta
contratil, em 90 minutos de registro. Quando a dose de 25ug/ g foi incubada houve
também uma inibicao significativa da resposta contratil que foi maxima (43.35 + 1%),
apds 70 minutos. Com a dose mais elevada (50ug/g), houve um efeito facilitador
transitério (10.6 £ 0.2%), nos primeiros 10 minutos de registro, seguido por um
bloqueio neuromuscular irreversivel e progressivo (45.64 + 0.05%), apds 90 minutos
de experimento.
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Figura 2. Bloqueio neuromuscular induzido pelo ECATAS em preparacao in vivo de
baratas da espécie N. cinerea, *p<0.05, ****p<0.0001, (n=10).

Normalmente os inseticidas exercem trés efeitos principais sobre o sobre
insetos, dos quais (1) neuroexcitacdo resultando em hiperatividade, (2) movimentos
espontaneos, descoordenados e paralisia e (3) bloqueio neuromuscular (RATTAN,



2010), sdo os mais observados. No sistema nervoso de insetos existe uma
intrinseca relacao entre interneurdnios colinérgicos e outros que se utilizam de
monoaminas, como a octopamina, além de glutamato e gaba (CARRAZONI et al.,
2016). Dessa forma, o bloqueio neuromuscular induzido por ECATAS em N. cinerea
pode estar ocorrendo devido a uma interacdo entre interneurbnios colinérgicos e
GABAérgicos.

Em preparagéo coragéo semi-isolado de N. cinerea foi possivel observar que
o tratamento com ECATAS nas doses (5, 25 e 50ug/g de animal) induziu alteracdes
significativas na frequéncia cardiaca. Nessa preparacdo, a menor dose (5ug/g
animal), reduziu significativamente a frequéncia cardiaca (74% * 3), em relagédo ao
controle salina nos primeiros cinco minutos de ensaio. Com a dose intermediaria
(25ug/g animal) foi possivel observar também diminuicao da frequéncia cardiaca aos
oito minutos de ensaio que se sucedeu até os vinte minutos do ensaio (84% + 1),
seguida de recobro da frequéncia cardiaca controle. Ja com a dose de (50ug/g
animal) houve a maior diminuigdo da frequéncia cardiaca com diminuicdo maxima
de (52% = 3), aos trinta minutos do ensaio (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do ECATAS sobre o cronotropismo do sistema cardiovascular de
baratas, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, (n=9).

A medida da atividade de grooming foi feita por meio da observacao dos
animais dentro de um Open Field, durante 30 minutos apds os tratamentos. Quando
o ECATAS foi administrado em diferentes concentragdes (5, 25 e 50ug/g animal),
houve um efeito dose-independente (Figura 4). Com a menor dose (5ug/g animal)
observou-se um aumento significativo do tempo de grooming de perna (252 + 10s) e
antena (46 * 8s). A dose intermediaria induziu o maior aumento no tempo de
grooming de pernas e antenas em comparagdo com as outras doses,
respectivamente (312 £ 12s e 62 £ 6s). Quando a maior dose (50ug/g animal) foi
administrada, observou-se um aumento significativo do grooming de perna em
comparacao ao controle, porém, menor em compara¢cao com as outras doses (226 +
6s). O nosso grupo ja demonstrou que compostos com atividade anticolinesterasica
induzem aumento da taxa de grooming em N. cinerea (STURMER et. al., 2014).
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Figura 4. Modulacao do tempo de grooming pela administragdo do ECATAS,
*p<0.05, ****p<0.0001, (n=30).

Os ensaios de locomocéao foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito
do ECATAS (2.5, 5 e 50ug/g de animal) sobre o comportamento exploratério dos
animais (Figura 5). Nesse estudo foram medidas a distancia total percorrida,
episédios em que o animal se manteve imével e porcentagem de tempo em que se
manteve parado.
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Figura 5. Efeito de ECATAS sobre o comportamento exploratério de Nauphoeta
cinerea. (A) distancia total percorrida, (B) numero de episédios de imobilidade e (C)
tempo de parada em porcentagem, ****p<0.0001, (n=30).

Nesse tipo de ensaio, as doses (5 e 25ug/g animal) foram as que induziram
alteragOes significativas no comportamento de locomogado dos animais. Ambas
diminuiram a distancia percorrida (237 £ 20cm e 272 + 26cm), respectivamente.
Também induziram aumento significativo dos episddios de imobilidade e



porcentagem de tempo de parada (726 + 28n e 806 + 32n) e (71 £ 2% e 69 + 2%),
respectivamente.

Nesse sentido, os ensaios de comportamento de grooming e locomogao
demonstraram que o tratamento com ECATAS produziu letargia nos animais. Isso
sugere que o ECATAS tem acédo sobre o ganglio subesofagico, que € supostamente
o principal ativador das respostas cinéticas das pernas dianteiras (LIBERSAT et al.,
1999).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios demonstraram que baratas da espécie Nauphoeta cinerea sao
susceptiveis ao efeito toxico induzido por ECATAS. O efeito do extrato foi
caracterizado por alteragbes comportamentais importantes sobre os sistemas
cardiovascular, nervoso central e periférico dos animais. Os dados obtidos poderéo
contribuir ndo somente com o tratamento e descontaminacdo ambiental, mas,
também com o potencial desenvolvimento de compostos naturais com aplicabilidade
biotecnologica, como por exemplo, inseticidas naturais e medicamentos para
doencgas neurodegenerativas.
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