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RESUMO 

O uso de inseticidas organofosforados no Brasil tem acarretado graves problemas 
ambientais devido às grandes dosagens. Os efeitos tóxicos desses compostos ainda 
são pouco conhecidos sobre os diferentes sistemas fisiológicos de insetos. Nesse 
trabalho propusemo-nos investigar a atividade do organofosforado Triclorfon sobre a 
frequência cardíaca de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. Foram usadas 
baratas da espécie N. cinerea de ambos os sexos, mantidas em insetário com 
temperatura controlada (24-25°C) e água e ração ad libitum.  Para a montagem da 
preparação coração semi-isolado de barata (CSIB), os animais foram anestesiados 
por resfriamento à 4°C por 10 min. Os animais foram afixados em uma plataforma de 
isopor por meio de alfinetes entomológicos e as margens laterais do abdômen foram 
cortadas ao longo de cada lado com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e a cutícula 
abdominal foi removida com a ajuda de uma pinça, expondo as vísceras que foram 
cuidadosamente afastadas para expor o coração. O coração foi banhado em solução 
salina para insetos 0,15 mM em temperatura ambiente em volume final de 200 ml. A 
frequência cardíaca foi monitorada por meio de um microscópio estereoscópico 
(Olympus, Damstat, Alemanha) durante 30min. Os registros foram feitos em um 
tempo total de 120 min. Foi usado o teste Two way ANOVA para análise estatística. 
A análise da frequência cardíaca em preparação (CSIB) incubada apenas com 
solução salina foi de 90±1% batimentos por min (bpm). Quando o triclorfon foi 
incubado nas concentrações de 20, 100 e 500µg/mL, houve um efeito tempo-
dependente na frequência cardíaca, ocorrendo uma diminuição máxima de 50 ± 2% 
(100µg/ml) no cronotropismo cardíaco em 30 min (n=9, p< 0.05). Quando a 
octopamina 0,5-5µg/ml foi ensaiada, houve uma diminuição máxima da frequencia 
cardíaca de 25 ± 3% com a maior concentração, em 30 min (n=9, p< 0.05). Também 
foram ensaiadas a acetilcolina e neostigmina, 5µg/ml, que induziram uma diminuição 
de 20 ± 3% e 19 ± 1% da frequência cardiaca em 30min, respectivamente (n=9, 
p<0.05). O ensaio da dexametasona 20 µg/ml, induziu uma diminuição da frequência 
cardíaca de 35 ± 4% em 30 min (n=9, p<0,05). Esses resultados demonstram que os 
pesticidas organofosforados exercem um efeito tóxico direto sobre o sistema 
cardiovascular de insetos. A inibição da enzima fosfolipase A2 pela dexametasona 
demonstrou que essa via é importante para a modulação da frequência cardíaca em 
insetos e será alvo de novos estudos. Também reforçam o papel dos agentes 
colinérgicos atuando diretamente sobre o cronotropismo cardíaco de insetos. Esses 
dados demonstram o potencial tóxico dos organofosforados que na natureza podem 
influenciar diretamente insetos benéficos não-alvo, acarretando sérios prejuízos ao 
meio ambiente.      
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ABSTRACT 

In Brazil the use of organophosphate insecticides is provoking serious environmental 
problems because of the large dosages used. The toxic effects of these compounds 
are not completely understood in the different physiological systems of insects. In this 
work we sought to investigate the activity of the organophosphate Trichlorfon in the 
cardiac rhythm of Nauphoeta cinerea cockroaches. The cockroach N. cinerea of both 
sex were kept in insectary under controlled temperature (24-25 ° C) with water and 
food ad libitum. Cockroach semi-isolated heart preparation (CSIB) was mounted by 
anesthetizing the animals by cooling at 4 °C for 10 min. The animals were then fixed 
in a platform with entomological needles and the sides of the abdomen edges were 
cut along each side. The abdominal cuticle was removed with the aid of surgical 
scissors and with tweezers to expose the viscera which have been carefully removed 
to improve the heart observation. The heart was bathed in insect saline 0.15 mM at 
room temperature in a final volume of 200 µl. The heart rate was monitored by 
means of a stereomicroscope (Olympus, Damstat, Germany) for 30 minutes. The 
recordings were made in a total time of 120 min. Statistical analysis was applied 
using Two way ANOVA test. The analysis of control heart rate (CSIB) incubated only 
with saline was 90 ± 1% beats per minute (bpm). When trichlorfon was incubated at 
concentrations of 20, 100, 500μg / mL, there was a time dependent effect on heart 
rate, causing a maximal decrease of 50 ± 2% (100μg / ml) in the frequency of the 
heart beats in 30min (n = 9, p <0.05). When octopamine 0,5-5μg / ml was tested, 
there was a decrease in maximum heart rate of 25 ± 3% with the highest 
concentration at 30 min (n = 9, p<0.05). Acetylcholine and neostigmine, 5μg / ml, 
were also assayed and induced a decrease of 20 ± 3% and 19 ± 1% of cardiac 
frequency in 30 minutes, respectively (n = 9, p <0.05). When dexamethasone 20 / ml 
was tested, there was a decrease in heart rate of 35 ± 4% at 30 min (n = 9, p <0.05). 
These results demonstrate that the organophosphate pesticides exert a toxic effect 
on the cardiovascular system of insects. Inhibition of phospholipase A2 by 
dexamethasone demonstrated that this pathway is important for modulating the 
cardiac frequency in insects and will be subject of further studies. Also reinforce the 
role of cholinergic agents acting directly on the cardiac rhythm of insects. These data 
demonstrate the toxic potential of organophosphates that in nature can directly 
influence non-target insects, causing serious damage to the environment. 
 

 

 

Key-words: Cockroaches, semi-isolated heart; organophosphates, eicosanoids. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Inseticidas químicos e suas aplicações 

 

Os inseticidas têm sido usados pelo homem desde a antiguidade para 

controlar pragas em lavouras (CASARETT & DOULL’S, 2007). Nesse contexto, 

agrotóxicos são substâncias classificadas de acordo com o seu grau de toxicidade, 

em relação ao seu mecanismo de ação com o organismo alvo ou a natureza da 

praga a ser combatida.  Podem ser classificados como inseticidas, fungicidas, 

herbicidas, rodenticidas e/ou raticidas, acaricidas, nematicidas, fumigantes, 

moluscocidas, entre outros (OGA, S, 2003). Dessa forma, inseticidas podem ser 

definidos como compostos químicos não espécie-seletivos dos quais humanos e 

insetos são altamente sensíveis (CASARETT & DOULL’S, 2007).  

Os inseticidas são classificados de acordo com a sua composição química, 

podendo ser caracterizados em: 1-organoclorados (DDT, BHC, HHC), que são 

compostos orgânicos contendo ligações de átomos de carbono covalentes em sua 

cadeia; 2-organofosforados (PARATHION, MALATHION, ORTHENE, BIDRIN) que 

são à base de ácido fosfórico, menos tóxico que os organoclorados, os 

organofosforados geralmente se apresentam com a mesma conformação estrutural; 

3-carbamatos (CARBARYL, METHOMIL, FURADAN) que são compostos de ácido 

carbâmico, em sua grande maioria sintetizada a partir dos organofosforados; 4- 

piretróides que são sintetizados a partir do composto piretrina (OGA, S, 2003). 

Os inseticidas organofosforados agem basicamente sobre a inibição da 

enzima aceticolinesterase de insetos e mamíferos (NICRASTO, R. L; SATO, M. E; 

SILVA, M. Z, 2010). Esses compostos foram sintetizados pela primeira vez pelo 

químico alemão Gerhard Shrader durante a segunda guerra mundial (HENRIQUE, F; 

PELAEZ, V; LETÍCIA RODRIGUES, L. SILVA, 2010). A figura 1 mostra uma 

molécula básica dos compostos organofosforados.   

No Brasil, a Lei Federal nº 7.802, de 12 de julho de 1989 (BRASIL, 1989), 

relata que todos os inseticidas são compostos oriundos de sistemas físicos, 

químicos ou biológicos, sendo destinados para uso no sistema de produção ou 

armazenamento agrícola, ou na prevenção, destruição, repelência ou destruição de 

insetos-praga. O uso excessivo de agrotóxicos no Brasil tem ocasionando um 
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grande desequilíbrio ecológico, o que acaba desenvolvendo populações de insetos 

resistentes (BOHMONT, 1981).  

 

Figura 1: Conformação geral da estrutura do organofosforado. 

 

                                                   Fonte: Casarett & Daull’s (2008, p, 888) 

 

1.2   Organofosforado tricloron em relação sua atividade neurofarmacologica  

 

 

 O organofosforado triclorfon (Fig. 2), é atualmente o composto químico mais 

usado na agricultura para combater insetos-praga (LOPES, R. B et al; 2006). 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), o triclorfon se 

enquadra dentro da classe toxicológica II, sendo considerado altamente tóxico. No 

meio ambiente o Triclorfon (TRC) possui uma meia vida de 27 dias, mas em contato 

com o sistema fisiológico do inseto, a sua atividade pode se estender por mais 

tempo, ocasionando um elevado acúmulo no sistema nervoso central desses 

organismos (LOPES, R. B et al., 2006). Recentemente nosso grupo demonstrou que 

o organofosforado triclorfon induz profundas alterações comportamentais em 

baratas, mesmo quando administrado em doses subletais (STUMER et al., 2014). Por 

outro lado, não existem até o momento estudos quanto a atividade do triclorfon 

sobre o sistema cardiovascular de insetos.  
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Figura 2: Estrutura química do Triclorfon 

 

                                      Fonte: Fitogest (2014) 

 
1.3 O Sistema Cardiovascular de insetos 

 

Esse sistema é composto por um coração dorsal contendo seis câmaras 

abertas em formato tubular que abrangem doze segmentos, formando um coração 

primitivo (Fig. 5). Contém uma aorta que juntamente com os músculos alares 

bombeiam a hemolinfa por meio de válvulas ostiolares que impedem o refluxo (Fig. 

3). A hemolinfa é bombeada pelo coração, sendo responsável pela distribuição dos 

nutrientes, sais minerais e o transporte de substâncias a serem excretadas. Órgãos 

pulsáteis acessórios, como os músculos alares, fazem parte do aparelho respiratório 

do inseto mas auxiliam a irrigação dos apêndices, asas e pernas (SILVA, 2013).  

A natureza fisiológica exata dos batimentos cardíacos em insetos, quanto a 

serem neurogênicos ou miogênicos, tem sido matéria de discussões científicas. 

Observações feitas em sistema cardiovascular de artrópodes indicam a possibilidade 

de uma regulação neurogênica da frequência cardíaca (JONES, J. C, 1974). Por 

outro lado, estudos realizados in vitro com corações desnervados de insetos 

demonstram que os mesmos foram capazes de contrair por um determinado tempo 

em solução salina, sugerindo uma regulação miogênica para as contrações 

sistólicas (MILLER, T 1969). Vários moduladores químicos já demonstraram 

atividade sobre a frequência cardíaca de insetos. Infelizmente, esses ensaios 

preliminares não demonstraram consistência, tornando a interpretação do papel de 

neurotransmissores sobre a frequência cardíaca de insetos um assunto ainda em 

debate. Neurotransmissores como a acetilcolina, octopamina, seratonina, dopamina 

dentre outros, demonstram atividade cardioaceleratória (HIDEO HONDA, 2007) 

enquanto que a proctolina induziu efeitos inibitórios (CLARK, L, 2006).   
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Figura 3: Sistema cardiovascular dos insetos. 

 

 

                Fonte: The American Cockroach, 2005 

 

1.4  Eicosanóides e as vias de sinalização celular em insetos 

  

 A via do ácido aracdônico é uma cascata metabólica que usa esse composto 

para a síntese de uma série de mediadores lipídicos com atividade farmacológica 

chamados de eicosanóides. Esse processo começa à partir da ativação de uma 

fosfolipase A2 de membrana. A histamina, bracidinina, serotonina e as 

protaglandinas são alguns mediadores relacionados com o metabolismo do ácido 

aracdônico, sendo produzidas pelas enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases. As 

ciclooxigenases são classificadas em enzimas COX-1, COX-2 e COX-3 (BOUTTING, 

2003). O metabolismo do ácido aracdônico dá origem a inúmeras outras substâncias 

biologicamente ativas como: prostaglandinas, tromboxanos (Txs), ácido 

hidroxieicoastetraenóide (HETE), ácido hidroperoxicieicostatraenóicos (HPETES), 

leucotrienos (LTs) e ácido epoxieicosatetraenóicos (EETS), que também são de 
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grande importância para a cascata da inflamação. Os antinflamatórios não 

esteroidais (AINES) bem como os esteroidais (AIES), do qual a dexametasona é um 

membro, correspondem ao grupo de fármacos que inibem a cascata de formação 

dos eicosanóides por diferentes vias. A enzima fosfolipase A2, presente em 

membranas cardiovaculares de insetos e mamíferos, é responsável pela 

transformação dos fosfolipídios em ácido aracdônico e é inibida pelos AIES 

(GEORGIA, C. ATELLA; DAVID MAJEROWICZ; KATIA, C. GONDIM, 2012). 

Estudos recentes demonstram que o ácido araquidônico possui um papel na 

modulação positiva da frequência cardíaca de artrópodes (BOTTING, 2003). Por 

outro lado, a influência dessa via de sinalização celular ainda não foi comprovada 

em baratas.  
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2.  JUSTIFICATIVA 

 

O organofosforado triclorfon é um composto considerado de grande 

toxicidade e é muito utilizado como agente inseticida na agropecuária. Pesquisas 

recentes demonstram que o triclorfon atua sobre o sistema nervoso dos insetos, 

modulando o comportamento desses animais em doses subletais. Dessa forma, uma 

melhor compreensão acerca do mecanismo de atuação do triclorfon sobre diferentes 

sistemas neurofisiológicos é de extrema importância, para uma melhor compreensão 

dos impactos gerados pelos compostos organofosforados na natureza. Nesse 

trabalho, foi investigada a atividade do organofosforado triclorfon e de vias 

relacionadas à modulação da frequência cardíaca de baratas da espécie Nauphoeta 

cinerea, no sentido de aumentar o conhecimento sobre a influência do sistema 

cardiovascular na atividade entomotóxica e moduladora do comportamento induzida 

pelos organofosforados.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

-Investigar a influência do organofosforado triclorfon sobre a modulação da 

frequência cardíaca de Nauphoeta cinerea. 

3.2 Objetivos Específicos 

-Caracterizar a ação de doses subletais do Triclorfon sobre o rítmo cardíaco de 

Nauphoeta cinerea; 

-Investigar diferentes vias de modulação da frequência de Nauphoeta cinerea 

usando-se compostos farmacológicos de mecanismos de ação reconhecidos; 

-Investigar a influência das vias do ácido aracdônico sobre a modulação da 

frequência cardíaca de Nauphoeta cinerea.   
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Animais  

 

Foram usados animais adultos da espécie Nauphoeta cinerea de ambos os 

sexos. Os animais foram mantidos com água e ração (Purina®) ad libitum, sob 

condições de temperatura controlada (22-25°C), em insetário do Campus São 

Gabriel da Universidade Federal do Pampa.  

 

Figura 4: Imagem do insetário para criação de Nauphoeta cinerea.  

  

 

            Fonte: Post small creatures  

 

 

4.2 Solução fisiológica (solução salina para insetos) 

 

A solução salina para insetos foi preparada de acordo como a composição em 

mM: NaCl 150, CaCl2 2, KCl 10 e Tris-HCl 10, em pH 6.8 corrigido com NaOH 2N. O 

pH foi medido com pHmetro de eletrodo de vidro, previamente calibrado.  
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4.3 Drogas  

 

As drogas ensaiadas foram pesadas em balança analítica (SHIMADZU 

AUW220D) e dissolvidas na mesma solução salina usada nos ensaios controle. 

Todos os compostos foram dissolvidos e preparados diariamente e quando 

necessário estocados em geladeira.  

 

4.4 Preparação do coração semi-isolado de Nauphoeta cinerea  

 

A preparação coração semi-isolado da Nauphoeta cinerea foi montada 

seguindo-se o protocolo de BAUMANN; GRESCH 1982 adaptado por RODRÍGUEZ 

et al. 2012. Esse método foi utilizado para observar os efeitos das drogas ensaiadas 

sobre os batimentos cardiovasculares. Os animais foram anestesiados por 

resfriamento a 4°C por 10 min. Á seguir, os mesmos foram colocados em decúbito 

dorsal em uma placa de dissecação e imobilizados por meio de alfinetes 

entomológicos. As laterais do abdome foram cortadas com o auxílio de uma tesoura 

cirúrgica e uma pinça entomológica removendo-se a cutícula abdominal, expondo 

assim as vísceras, as quais foram cuidadosamente afastadas, para permitir a 

visualização do coração e a adequada contagem dos batimentos cardíacos. O 

coração foi lavado várias vezes com solução salina para insetos e posteriormente 

banhado com um volume de 150µL da mesma solução em temperatura ambiente 

(22-25ºC). Após um período de 5 minutos para a estabilização da frequência 

cardíaca, os diferentes tratamentos foram administrados sobre o coração não 

ultrapassando o volume final de 150 µL/animal. Os batimentos cardíacos foram 

monitorados visualmente durante 30 minutos, usando-se um microscópio 

estereoscópio (Olympus, Damstat, Alemanha). Após esse período, a preparação foi 

lavada com solução salina e monitorada por mais 5 minutos para verificar se haveria 

recobro da frequência cardíaca. Para cada dose de reagente testada foram usados 

no mínimo nove animais (n=9).  
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Figura 5: Preparação coração semi-isolado de barata (CSIB) da espécie Nauphoeta 
cienera. 
 

 

                        Fonte: Douglas Santos 

 

4.5 Análise estatística dos dados 

 

  Os dados foram analisados e plotados como média ± erro padrão, com auxílio 

do software Graph Pad PRISM 5. A análise estatística foi realizada utilizando o 

método ANOVA de duas vias. Os resultados foram considerados significativos 

quando P<0,05.  

 

 

 

 

Coração Primitivo 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Ensaio com triclorfon  

 

Quando o triclorfon foi incubado nas concentrações de 20, 100, 500µg/mL, 

houve um efeito cronotrópico negativo tempo-dependente, que se caracterizou por 

uma diminuição máxima de 50 ± 1% na frequência dos batimentos cardíacos em 30 

min, com a dose de 100µg/ml. Não houve diferença significativa entre os resultados 

para as doses ensaiadas. Não houve reversão da resposta cronotrópica após a 

lavagem da preparação como solução salina (Figura 6).   
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Figura 6. Efeito do organofosforado Triclorfon sobre a frequência cardíaca de 
Nauphoeta cinerea. No gráfico cada ponto representa a média ± E.P.M. da 
porcentagem das respostas cronotrópicas em relação ao controle salina. Note o 
efeito tempo-dependente do triclorfon na dose de 100µl . *significância para p<0.05. 
W: lavagem da preparação. 
.    
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5.2 Comparação da atividade do Triclorofon com outros compostos 

químicos com atividade sobre a frequência cardíaca de baratas  

 

No sentido de identificar o mecanismo de ação do Triclorfon sobre as 

respostas cronotrópicas em baratas, foram usados como instrumentos 

farmacológicos diferentes compostos químicos.  Assim, quando a octopamina 0,5-

5µg/ml foi ensaiada, houve uma diminuição máxima da frequência cardíaca de 25 ± 

3% com a maior concentração ensaiada em 30 min (n=9, p< 0.05). Quando os 

compostos colinérgicos, acetilcolina (5µg/ml) e neostigmina (5µg/ml) foram 

ensaiados, ocorreu uma diminuição frequência cardíaca de 20 ± 3% e 19 ± 1%, 

respectivamente, em 30min (n=9, p< 0.05). Quando a dexametasona 20 µg/ml foi 

incubada, houve uma diminuição da frequência cardíaca de 35 ± 4% em 30 min 

(n=9, p< 0.05) (Figura 7). 
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Figura 7. Atividade de diferentes compostos farmacológicos sobre a frequência 
cardíaca de Nauphoeta cinerea.  No gráfico cada ponto representa a média ± E.P.M. 
da porcentagem da frequência cardíaca. Note que a dexametasona (20µM) foi o 
composto que induziu o maior nível de inibição da frequência cardíaca.  W: lavagem 
da preparação. 
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6.  DISCUSSÃO   

 

 Nesse trabalho foram investigados os efeitos de concentrações subletais do 

organofosforado Triclorfon sobre a resposta cronotrópica do coração de baratas da 

espécie Nauphoeta cinerea. Abaixo serão discutidos os aspectos inerentes a essa 

atvidade comparando-se esses achados com o de compostos farmacológicos. 

 Em nossas condições experimentais os ensaios com o triclorfon induziram 

somente diminuição da resposta cronotrópica. Similarmente ao triclorfon, o 

neurotransmissor acetilcolina e o inibidor da enzima acetilcolinesterase, neostigmina, 

também induziram o mesmo efeito. A literatura demonstra que o coração de baratas 

é sensível a compostos colinérgicos e que em insetos esses compostos induzem um 

aumento da frequência de contração do coração (OSBORNE,1996). Por outro lado, 

nas concentrações em que os compostos foram utilizados em doses mais elevadas, 

houve apenas redução da frequência cardíaca, o que sugere que a dose utilizada 

dos compostos colinérgicos possa ter sido exacerbada.  

Nos ensaios com composto octopamina, houve também uma diminuição da 

frequência cardíaca em nossas condições experimentais. A octopamina é o principal 

agente cardioaceleratório em insetos, exercendo um efeito bifásico caracterizado por 

aumento da frequência seguido de diminuição em abelhas (PAPEFTHIMIOU; 

THEOPHILIDIS, 2011). Assim, parece que em nossas condições experimentais a 

dose de octopamina utilizada foi também elevada não permintindo a observação do 

efeito cronotrópico positivo, mas tão somente da segunda fase desse fenômeno. Por 

outro lado, em Schistocerca americana gregaria, uma espécie de gafanhoto, 

também foi observado um efeito cronotrópico negativo induzido pela octopamina, 

similarmente aos nossos resultados (EVANS, 1984). Esse último dado sugere que 

os efeitos desse neurotransmissor sejam do tipo espécie-seletivo.  

Por último foi ensaiado em nossas condições experimentais a dexametasona, 

um antinflamatório esteroidal que inibe a cascata de formação do ácido aracdônico. 

Tem sido demonstrado que a indução da formação de compostos eicosanóides pela 

ativação da via das enzimas lipoxigenases em insetos é capaz de produzir intensa 

modulação do comportamento desses insetos (WAR et al., 2012). Em cefalópodes, o 

ácido aracdônico induz aumento da frequência cardíaca, com diminuição da força de 

contração da musculatura cardíaca (AGNISOLA et al., 1994). Por outro lado a 

literatura é escassa em demonstrar o efeito de compostos pró-inflamatórios sobre a 
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frequência cardíaca de insetos. No entanto, os poucos dados existentes 

demonstram que o ácido aracdônico exerce um efeito cronotrópico positivo em 

invertebrados como demonstrado com o coração de Ciona intestinalis um cordado 

marinho (POPE; ROWLEY, 2002).  
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7.     CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Foi demonstrado nesse trabalho que o organofosforado triclorfon também 

exerce efeitos cardiovasculares em insetos, em doses subletais. Esse efeito foi 

similar ao de compostos colinérgicos, comprovando essa via de atuação 

farmacológica. Os ensaios com a octopamina e dexametasona indicam que, como 

em outros invertebrados, o coração da barata também sofre a influência de 

neurotransmissores e eicosanoides, sugerindo que a frequência cardíaca de 

Nauphoeta cinerea também seja modulada por um marca-passo neurogênico.  
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

-Testar a ação dos compostos químicos em doses menores. 

-Realizar o ensaio de florescência de cálcio, para observar melhor como o influxo de 

cálcio ocorre junto com outros compostos.  

-Realizar ensaio de junção neuromuscular para observar como esses compostos 

vão interferir no estímulo da contração muscular.  

- Realizar eletroforese para observar os níveis proteicos após administração desses 

compostos.       
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