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Resumo:

INTRODUCAO: Os sapos si0 animais venenosos de interesse biotecnolégico devido aos compostos
bioativos presentes no seu veneno. Rhinellaicterica € uma espécie de anuro venenoso comum no Brasil,
no qual a atividade bioldgica de seu veneno nunca foi descrita anteriormente. Este trabalho investigou os
mecanismos da atividade entomotoxica do veneno do sapo R. icterica (VSRI). METODOLOGIA: O
veneno foi extraido de sapos coletados no municipio de Derrubadas (RS), com autorizagdo do Sistema de
Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade (SISBIO) licenca de coletor n°: 24041-2. Baratas adultas
Nauphoeta cinerea foram utilizadas como modelo experimental. A atividade neuromuscular do VSRI foi
avaliada usando a preparacdo musculo coxa adutor metatorécico (MCAM) segundo descrito por
Martinelli et al. (2014). A Cardiotoxicidade foi avaliada utilizando a preparacéo coracdo semi-isolada
(CSl) de barata in vivo de acordo com Rodrigues et al., (2012), freqiiéncia cardiaca foi contabilizada
visuamente durante 30 min. O comportamento de higienizagdo (grooming) foi medido conforme
descrito em (Carrazoni et a., 2016). Para avaliar a atividade locomotora in vivo, quatro insetos foram
filmados durante 10 min e os filmes analisados utilizando softwares conforme Adedara et a. (2015).
odos os dados foram expressos como meédia + erro (E.P.M), sendo os mesmos analisados pelo teste two-
way ANOVA, seguido dos testes Tukey ou Dunnett, sendo considerado significativos quando P
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ENTOMOTOXICIDADE DO VENENO DE SAPO (Rhinella icterica) EM BARATAS
(Nauphoeta cinerea)

1. INTRODUGAO

Muitas espécies do globo secretam, ingerem e/ou armazenam substancias
que sao utilizadas como ferramenta na defesa contra predadores e microrganismos
patogénicos. Dentre elas a ordem dos Anuros apresenta ampla variedade de
biomoléculas em seus venenos, como aminas, alcaloides, peptideos, proteinas e
esteroides, as quais apresentam uma série de atividades importantes para
biotecnologia industrial. Essas moléculas apresentam toxicidade variada, desde
irritante até neurotdxica, agindo por exemplo, no bloqueio de canais iGnicos do
sistema nervoso central e periférico e do sistema neuromuscular relacionados a
acdao de alcaloides. Além de alteracbes das vias neuro-hormonais e
neuromoduladoras induzidas por peptideos e proteinas (CUNHA-FILHO et al., 2010;
SIANO et al., 2014).

Substancias isoladas de Rhinella sp. demonstraram agao contra Leishmania
sp. e Trypanosoma cruzi, atividade anestésica, antiviral, antibacteriana, inseticida e
um importante efeito digitalico. A espécie R. icterica é nativa da América do Sul e, no
Rio Grande do Sul, esta presente principalmente em regides de mata Atlantica. A
caracteristica mais marcante desses animais sao as grandes glandulas paratoides,
localizadas em sua cabecga. Varios estudos ecoldgicos sdo encontrados na literatura,
no entanto, a toxicidade e a farmacologia do veneno nunca foram estudadas, sendo o
nosso grupo de pesquisa pioneiro na investigagdo de sua atividade biolodgica
(MARTINS et al.,, 2011; ROSTELATO-FERREIRA et al.,, 2011; SOARES, 2016;
TEMPONE et al., 2008; YANG et al., 2015).

Nesse estudo investigou-se o mecanismo de atividade do veneno do sapo
Rhinella icterica (VSRI) sobre o sistema nervoso periférico, cardiovascular e
comportamental de baratas da espécie Nauphoeta cinerea.

2. METODOLOGIA

Veneno de Rhinella icterica (VRI): o VRI foi extraido de sapos coletados no
municipio de Derrubadas (RS), com autorizagdo do Sistema de Autorizagdo e
Informacao em Biodiversidade (SISBIO) licenca de coletor n°: 24041-2. O veneno foi
extraido por compressdo manual das glandulas paratoides e os animais foram
tombados em colecdo. Apds a coleta, o veneno foi dissolvido em metanol para a
retirada de aminas biogénicas e submetido a liofilizagdo. O material resultante foi
dissolvido em solugdo salina para insetos (SSI). Neste estudo foram utilizadas
baratas da espécie Nauphoeta cinerea de ambos os sexos. As baratas foram
anestesiadas por resfriamento a 8°C (7 min) e afixadas em placa de dissecacao para
posterior montagem das preparacgdes. A avaliagdo da cardiotoxicidade foi realizada
em preparagdes de coragao semi-isolado, a qual foi preparada de acordo com
Rodrigues et al. (2012). A cuticula que recobre o abdome do inseto foi removida a fim
de expor as visceras do animal, as quais foram afastadas, permitindo a perfeita
visualizacdo do sistema vascular. O veneno foi adicionado a preparagdo e os
batimentos cardiacos contabilizados visualmente durante 30 min.

O efeito do veneno de R. icterica em jungdo neuromuscular de baratas foi
avaliado em preparagao musculo coxal adutor metatoracico segundo descrito por
Martinelli et al. (2014). Apo6s a fixacdo do animal em decubito dorsal, foi feita a
dissecagao da quitina da regidao metatoraxica que compreende o ultimo par de pernas,
para a exposi¢cao do nervo 05. Foi inserido um par de eletrodos de Ag/AgCl em



alfinetes, pelos quais foram aplicados os estimulos elétricos (2-5V, 0.5 Hz, 0.5ms). A
perna do animal foi amarrada com linha de costura que foi conectada a um transdutor
isométrico acoplado a um sistema para registros eletromiograficos (AVS, Sao Carlos,
Brasil). Os registros neuromusculares foram feitos durante 120 min. Para avaliar a
atividade locomotora in vivo, quatro insetos foram filmados durante 10 min e os filmes
analisados utilizando os IDtracker® e Matlab®, conforme Adedara et al. (2015).

A atividade de grooming foi medida conforme descrito por Carrazoni et al.
(2016). Os tratamentos foram feitos por meio de injecbes na terceira porgao
abdominal dos animais. A contagem do tempo de grooming (em segundos) foi
realizada durante 30min. Todos os dados foram expressos como média * erro
(E.P.M), sendo os mesmos analisados pelo teste two-way ANOVA, seguido dos
testes Tukey ou Dunnett, sendo considerado significativos quando P<0.05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Em ensaios de preparagdes de coragado semi-isolado, em animais incubados
apenas com salina, a frequéncia cardiaca foi de 90+5 batimentos/min (Figura 1).
Quando o VSRI foi ensaiado nas concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 ug/200uL) na
mesma preparacao, observou-se uma diminuicdo da frequéncia cardiaca maxima na
maior dose, a qual foi 504 batimentos/min (n=6, P<0.05), demonstrando um efeito
dose-dependente na frequéncia cardiaca. Mesmo apos lavagem das preparagdes
com salina nao foi observado a recuperacgao da frequéncia cardiaca.
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Figura 1. Efeito cronotrépico negativo induzido por VSRI em preparag¢des CSl in
vivo de Nauphoeta cinerea. (L) Lavagem com SSI.

Em registros eletromiograficos para a determinacéo da atividade do VSRI sob
a jungao neuromuscular de baratas, a aplicagao das doses 20, 50, e 100 ug/g de
animal, induziu diminuigdo progressiva e dose-dependente na resposta contratil, em
120 min (n=6) (Figura 2). Nesses ensaios, a inibicdo completa da resposta contratil
foi observada na concentragcdo de 100 pg/g de animal aos 110 min de registro (n=6,
P<0.05).
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Figura 2. Bloqueio neuromuscular induzido pelo VSRI em preparagbes de MCAM in
vivo em baratas.

No registro de locomogéo (n = 33, P <0,05), as doses 2,0, 10 e 20 pg/g animal
diminuiram significativamente a atividade locomotora das baratas (Figura 3A),
aumentando o numero de episodios de imobilidade (Figura 3B) e aumento do tempo
de parada dos animais para 75%z=3 (Figura 3C).
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Figura 3. Locomogao e pontos finais motores avaliados em controle e tratamento
VSRI. A) Distancia percorrida. B) Episodios de imobilidade. C) Tempo de parada
em porcentagem.



As doses 2,0, 10 e 20 pg/g de animal provocaram um aumento significativo na
atividade de grooming (Figura 4A), esse aumento foi evitado nas baratas com
tratamento prévio com fentolamina, um inibidor seletivo dos receptores
octopaminérgicos (figura 4B).
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Figura 4. Atividade de grooming em Nauphoeta cinerea. A) Aumento na atividade
induzida pelo VSRI. B) Tratamento com Fentolamina.

Nossos resultados demonstraram que o veneno de sapo de R. icterica (VSRI)
induz alteragdes na frequéncia cardiaca de baratas, bloqueio neuromuscular
irreversivel, alteragcado da atividade de locomog¢éo, bem como e aumento da atividade
de grooming de baratas da espécie N. cinerea. Octopamina € uma amina biogénica
que, em invertebrados, atua como neurohormémio, neuromudulador e
neurotransmissor, sendo responsavel pela regulagao de varios processos fisioldgicos,
como modulagéo da frequéncia cardiaca e atividade de grooming. O VSRI reduziu a
frequéncia cardiaca de N. cinerea, neste sentido, sugere-se a agao do veneno na via
octopaminérgica.

Relacionando os efeitos do VSRI na atividade de locomogao e de grooming,
sugere-se que, possivelmente, o mecanismo de agdo do veneno seja alteragdo na
sinalizagdo octopaminérgica, pois essa atua como neuromodulador do
comportamento de grooming de perna nos insetos (WEISEL-EICHLER, 1999).
Quando os insetos foram tratados previamente com fentolamina, observou-se a
inibicdo da resposta induzida pelo VSRI, corroborando com os dados prévios, que
indicam a participagao da via octopaminérgica na agao do veneno.

O bloqueio induzido pelo veneno na resposta contratil em insetos sugere duas
maneiras de acdao do veneno. Na primeira, o veneno pode estar interagindo
diretamente com os receptores glutamatérgicos, atuando como um antagonista,
levando a diminuicdo dos niveis de glutamato, principal neurotrasmissor excitatorio
em juncao neuromuscular (JNM) de insetos (CARRAZONI et al., 2016). Na segunda
maneira de acgado, pode-se observar um aumento na liberacdo de acido
gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério em JNM. Além
disso, considerando que o veneno esteja agindo através da agao na via
octopaminérgica, sugere-se a participacdo da octopamina na orquestracdo da
contracdo muscular interferindo na liberagdo excessiva de GABA ou diminuindo a
liberagao de glutamato.



4. CONSIDERACOES FINAIS

A atividade entomotdxica apresentada pelo veneno do sapo R. icterica, reforga
o interesse preservacionista, demonstrando a aplicabilidade biotecnolégica de um
composto natural oriundo da fauna local.
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