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RESUMO

Os estudos com baratas tém sido motivados pelo interesse no desenvolvimento de
novos agentes com atividade inseticida natural, bem como em ensaios de
farmacologia para desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. A urease de
Canavalia ensiformis (Jack Bean Urease, JBU) tem sido caracterizada como um
inseticida natural. Apesar de seus efeitos sobre o sistema nervoso periférico de
insetos j& terem sido demonstrados, ainda néo foi evidenciada a sua atividade sobre
outros sistemas como, por exemplo, o cardiovascular.O objetivo desse trabalho foi
investigar a atividade induzida pelo JBU sobre a modulacéo da frequéncia cardiaca
de baratas da espécie Nauphoeta cinerea usando-se a preparacdo in vivo de
coracdo semi-isolado,foram usadas baratas de ambos os sexos, adultos da espécie
N. cinerea que foram alojadas em insetario com temperatura controlada (22-24°C),
dgua e racdo a vontade. Para a montagem da preparacdo as baratas foram
anestesiadas por resfriamento (-20 °C por 10 min) e afixadas com alfinetes
entomol6gicos em uma placa recoberta com isopor com a regido ventral voltada
para cima. A cuticula que recobre o abdome foi retirada com auxilio de uma tesoura
oftalmica, os érgdos viscerais removidos cuidadosamente com o auxilio de uma
pinga para a visualizacdo do sistema vascular. A seguir o animal foi colocado sob
uma lupa com aumento de 60X e os batimentos cardiacos contabilizados
visualmente durante 30 min. Em experimentos controle apenas com a adicdo de
solucédo salina a frequéncia cardiaca dos animais foi de 90+120 batimentos/min
(n=9). Quando a JBU (1,5, 3,0 e 6ug/g animal) foi incubada, induziu um efeito
cronotropico positivo que foi de 94+5bat./min e 125+3bat./min com a administracao
da JBU (3ug/g de animal)tendo um aumento significativo de 20£4% na frequéncia
cardiaca, quando comparado com o controle salina (p<0,05, n=9). Nessa série de
experimentos a adicdo de neostigmina mimetizou o efeito cronotropico positivo da
urease 0 qual também foi inibido pela atropina, sabidamente um composto
anticolinérgico. A acetilcolina (5 uM) teve um efeito cronotrépico positivo de 35+6 %
maior em relacdo ao controle salina. Os resultados sugerem que a urease de C.

ensiformis € capaz de modular a frequéncia cardiaca da N. cinerea. O efeito
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cronotrépico positivo € contraposto pela atropina, um inibidor dos receptores
muscarinicos, sugerindo uma interacdo do peptideo com esse receptor. Nesse
sentido, esse trabalho refor¢ca o potencial biotecnoldgico da urease de Canavalia
ensiformis, demonstrando a influéncia desse composto sobre o sistema colinérgico

de baratas.

Palavras-chave: baratas, frequéncia cardiaca, JBU, bioinseticida.



ABSTRACT

Studies with cockroaches have been motivated by interest in the development of new
agents with natural insecticide activity as well as in pharmacological essays for
development of new therapeutic agents. Canavalia ensiformis’ Urease (Jack Bean
Urease, JBU) has been characterized as a natural insecticide. Although its effect on
the peripheral nervous system of insects have already been demonstrated, it has not
been demonstrated their activity on other systems as for example, cardiovascular. In
this sense, the aim of this study was to investigate the activity induced by JBU on the
modulation of heart rate cockroaches of the species Nauphoeta cinerea using the
preparation in vivo semi-isolated heart.Thus, in this work were used both sexes of
cockroaches, adults from Nauphoeta cinerea species were housed in temperature-
controlled insectary (22-24°C), and water and feed ad libitum. To assemble the
cockroaches preparation were anesthetized by cooling (-20 °C for 10 minutes) and
affixed with entomological pins on a plate coated with Styrofoam with ventral region
facing up. The cuticle that covers the abdomen was removed with the aid of an
ophthalmic scissors, visceral organs removed carefully with tweezers to visualize the
vascular system. Then, the animal was placed under a magnifying glass with an
increase of 60X and heartbeat visually accounted for 30min. In the control
experiments only with the addition of saline heart rate of the animals was 120 + 90
beats / min (n = 9). When JBU (1.5, 3.0 and 6 ug /g animal) was incubated, induced
positive chronotropic effect that was 94 + 5bat. / min and 125 + 3bat. / min with the
administration of JBU (3 pg /g animal) having a mean increase of 20 + 4% in heart
rate when compared with the saline control (p <0.05, n = 9). In this series of
experiments the addition of neostigmine mimicked the positive chronotropic effect of
urease which was also inhibited by atropine, a known anticholinergic compound.
Acetylcholine had a positive chronotropic effect of 35 £ 6% higher compared to the
saline control. The results suggest that the urease Canavalia ensiformis is able to
modulate the heart rate of N.cinerea. The positive chronotropic effect is counteracted
by atropine, an inhibitor of muscarinic receptors, suggesting a peptide interaction with
this receptor. Thus, this study reinforces the biotechnological potential of Canavalia
ensiformis urease, demonstrating the influence of this compound on the cholinergic

system of cockroaches.



Keywords: cockroaches, heart hate, JBU, biopesticide.
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1. INTRODUCAO

Em um breve resumo histérico do uso de agrotoxicos, existem registros desde a
Antiguidade Classica (BOHMONT, 1981). Os agrotoxicos segundo a Lei Federal n®
7.802, de 12 de julho de 1989 (BRASIL, 1989), sdo os produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento dos produtos agricolas; para alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-la da acdo de seres vivos
nocivos. Na agricultura, fez-se necessario a utilizacdo de agrotoxicos para o controle

de pragas (principalmente, insetos).

Por volta de 1900, surgiram os primeiros herbicidas, mas um grande avanco no
desenvolvimento dos agrotéxicos aconteceu por volta de 1940, com a redescoberta
do DDT e dos organoclorados.

O uso incorreto e demasiado dos inseticidas quimicos para o controle de
patdgenos na agricultura implica ndo sé na contaminacdo ambiental, como também
afeta a salde dos seres vivos, a atuacao destes sobre 0s inimigos naturais e induz o

aparecimento de populacdes de insetos resistentes (BOHMONT, 1981).

Desse modo, inseticidas naturais vém surgindo como uma alternativa importante

e mais segura para o controle de insetos-pragas (LIMA et al., 2001).

Uma das vantagens da utilizacdo de inseticidas naturais seriam a baixa
toxicidade e alta especificidade, evitando assim, desequilibrios nos ecossistemas e a
ressurgéncia de pragas (OLIVEIRA-FILHO, 2008).

As plantas, no geral, podem produzir proteinas e peptideos participantes nos
mecanismos de defesa ao ataque de insetos, como por exemplo, proteinas
inibidoras de proteases e de glicohidrolases e proteinas inativadoras de ribossomos.
Além destes mecanismos, existem outros envolvidos como as tiaminases,
quitinases, que podem conter substancias com potencial de acéo inseticida (RYAN,
1990; FELTON, 1996; BOLTER & JONGSMA, 1997; KOIWA et al., 1997; STOTZ et
al., 1999) e as ureases (POLACCO & HOLLAND, 1993; CARLINI & GROSSI-DE-SA,
2002; FOLLMER, 2008; CARLINI & POLACCO, 2008).



Em 1926, James B. Sumner cristalizou a urease (OLIVIER, 1789) a partir de
sementes de Canavalia ensiformis (Angiosperma, familia Fabaceae) (jackbean ou
feijdo-de-porco); esta leguminosa € altamente resistente ao ataque de insetos. A
semente de C.ensiformis contém proteinas de grande interesse bioquimico e
biotecnolégico como citado anteriormente. Sdo exemplos desses peptideos, a
urease (SUMNER, 1926), a concanavalina A (SUMNER & HOWELL, 1936),
inibidores de tripsina (UBATUBA, 1955) e a canatoxina (CARLINI & GUIMARAES,
1981).

Estudos recentes demonstram que os peptideos derivados da JBU apresentam
acdo inseticida, demonstrando o potencial biotecnolégico da JBU como um provavel
bioinseticida (STANISCUASKI & CARLINI, 2012).

Compostos com atividade inseticida de diferentes origens ja foram
caracterizados, modulando o sistema nervoso (central e periférico), o sistema

digestorio e cardiovascular de insetos-praga.

Dentre as atividades farmacolégicas, inerentes a atividade inseticida induzida
pela JBU, destacam-se a neurotoxicidade e a atividade antidiurética
(STANISCUASKI et al,.2009).

Algumas espécies de baratas tém sido usadas como modelos para ensaios de
neurofarmacologia devido ao seu baixo custo de criagdo e manutencdo e por
possuirem sistemas intrinsecos de 6rgados que permitem o estudo da interacdo de
drogas e neurotoxinas em sitios especificos, semelhantes aos estudos em

vertebrados.

Nesse sentido, ainda nao foi evidenciado uma atividade direta da Jack Bean
Urease sobre o sistema cardiovascular de insetos, tornando a preparagdao de

coragao semi-isolado de baratas um modelo importante para esse estudo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O uso de agrotéxicos no Brasil

Embora a prética da agricultura esteja presente na humanidade ha mais de
dez mil anos, o uso intensivo de agrotdxicos para o controle de pragas e doencas
das lavouras existe ha pouco mais de meio século. Os agrotoxicos tiveram origem
apos as grandes guerras mundiais, quando a industria quimica fabricante de
venenos entdo usados como armas quimicas, encontraram na agricultura um novo
mercado para os seus produtos (LONDRES, 2011). No Brasil, uma série de politicas
cumpriram o papel de forgcar a implementacdo da chamada “modernizacédo da
agricultura”, processo que resultou em altos custos sociais, ambientais e de saude
publica. Neste processo, teve papel central a criacdo, em 1965, do Sistema Nacional
de Crédito Rural, o qual vinculava a obtencao de crédito agricola a obrigatoriedade
da compra de insumos quimicos pelos agricultores. Outro elemento chave foi
criacdo, em 1975, do Programa Nacional de Defensivos Agricolas, no ambito do |l
Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), que proporcionou recursos financeiros
para a criacdo de empresas hacionais e a instalacdo no pais de subsidiarias de
empresas transnacionais de insumos agricolas. Outro fator que ainda colaborou de
forma marcante para a enorme disseminacado da utilizacdo dos agrotéxicos no Brasil
foi o marco regulatério defasado e pouco rigoroso que vigorou até 1989 (quando foi
aprovada a Lei 7.802), que facilitou o registro de centenas de substancias toxicas,
muita das quais ja proibidas nos paises desenvolvidos (PELAEZ et al, 2009; SILVA,
et al, 2005).

Atualmente, sdo usados em todo o mundo 2,5 milhbes de toneladas de
agrotoxicos. No Brasil, anualmente, o consumo de agrotéxicos tem sido superior a
300 mil toneladas de produtos comerciais. Se for expresso em quantidade de
ingrediente-ativo (i.a.), sdo consumidas anualmente cerca de 130 mil toneladas no
pais; isto representa um aumento no consumo de agrotéxicos de 700% nos ultimos
quarenta anos, enquanto a area agricola aumentou 78% nesse mesmo periodo.
(SPADOTTO et al., 2004).



Mesmo com uso tdo intensivo de venenos, as chamadas pragas agricolas

conseguem desenvolver mecanismos e persistir nos campos.

Existem atualmente 366 ingredientes ativos registrados no Brasil para o uso
agricola, pertencentes a mais de 200 grupos quimicos diferentes, que dao origem a
1.458 produtos formulados para venda no mercado. S&o inseticidas, fungicidas,
herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas, moluscidas, formicidas,
reguladores e inibidores de crescimento. Os herbicidas sozinhos representam 48%
deste mercado, seguidos pelos inseticidas (25%) e pelos fungicidas (22%) (PELAEZ
et al., 2009).

A problematica da utilizacdo de agrotoxicos se da por que as pragas agricolas
possuem a capacidade de desenvolver resisténcia aos venenos aplicados: com o
tempo, os agrotéxicos vao perdendo eficacia e levando os agricultores a aumentar
as doses aplicadas e/ou recorrer a novos produtos. Outro elemento chave neste
processo € que o desequilibrio ambiental provocado por estes sistemas leva
também ao surgimento de novas pragas. Em outras palavras, insetos ou plantas que
antes ndo provocavam danos as lavouras, passam a se comportar como invasores e
atacar as plantacdes (LONDRES, 2011). Além disso, apesar de possuirem um alvo
especifico, os defensivos agricolas, afetam as estruturas biolégicas de outros seres
com 0s quais entra em contato; essas substancias possuem origem quimica, que
permanecem na natureza, degradam o solo, contaminam a agua, se acumulam nos
alimentos e conseqientemente podem gerar efeitos agudo e/ou crénicos na saude

humana.

Por essa razdo, recentemente a procura por moléculas naturais com
caracteristicas inseticidas tem sido uma excelente alternativa ndo sé no controle de
insetos-pragas, mas também uma alternativa mais pertinente do ponto de vista

econdmico e de saude publica.



2.2 A Canavalia ensiformis

A Canavalia ensiformis, popularmente feijdo de porco, € uma espécie tropical
de origem centro-americana, € encontrado em estado silvestre nas Antilhas e nas
zonas africanas e asiaticas (GUSHIKEN, 2011). Pertencente a familia Fabaceae é
amplamente cultivada nos paises tropicais como cobertura verde. E uma planta do
tipo perene, com porte de arbusto, sendo tolerante a seca e crescendo bem em
solos pobres, com uma caracteristica de grande resisténcia a insetos e pragas
(LORENZI & MATOS, 2008).

Essa planta € bastante produtiva, podendo produzir até sete toneladas de
sementes por hectare. Estas sementes sdo ricas em carboidratos, 6leos e proteinas
(~ 40% do peso seco), e por apresentar essas caracteristicas, a Canavalia
ensiformis tem grande potencial na utilizacdo na alimentacdo para humanos e
animais; as suas folhas podem ser usadas como verdura, e as sementes podem ser
cozidas como feijdo comum, embora precisem passar por tratamento prévio para a
eliminacdo de suas toxinas (UDEDIBIE & CARLINI, 1998). A toxicidade das
sementes de Canavalia ensiformis é o resultado do efeito de varios compostos
toxicos e anti-nutricionais. Estes compostos mais tdxicos podem variar de acordo
com a espécie, dificultando a aplicacdo de estratégias para a detoxificacdo das
sementes. Entre as proteinas com efeito toxico e/ou anti-nutricional presentes nas
sementes do feijdo-de-porco pode se citar: inibidores de tripsina, a lectina, a

concanavalina A, e também as ureases (Figura 1).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Feij%C3%A3o

Figura 1- Canavalia ensiformis: vagem, folhas (E) e sementes maduras (D)

Fonte:(http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-
plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi)

Entre os compostos que ndo sdo protéicos, mas que contribuem para a
toxicidade das sementes estdo além dos taninos e saponinas, a canavanina, que é

um analogo do aminoacido arginina.

O aminoécido ndo protéico L-canavanina (Figura 2) acumula-se na semente de
feijdo-de-porco podendo atingir concentracdes de até 2% de seu peso seco. Por ter
uma semelhanca com a arginina (Figura 2) do qual difere estruturalmente por
apresentar um atomo de oxigénio a mais, a canavanina é toxica para bactérias,
insetos e outros invertebrados, podendo ser incorporada em proteinas tornando-as
nao funcionais. No entanto, a canavanina € atéxica para vertebrados, por possuirem
uma arginil-T-RNA sintase mais especifica para a arginina, ndo formando canavanil-
T-RNA (ROSENTHAL, 1977).


http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi
http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi

Figura 2— Estrutura molecular da Arginina (cima) e L-canavanina (baixo)
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Fonte: (http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-
plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi)

2.3 Ureases

As ureases sao enzimas niquel-dependentes que tem como funcdo catalisar a
hidrélise da uréia em uma molécula de dioxido de carbono e duas moléculas de
amonia (DIXON et al., 1975). S&o encontradas em plantas, fungos e bactérias, mas

nao sao sintetizadas por animais (MOBLEY et al., 1995).

Em 1926, Sumner isolou e cristalizou a maior das ureases (a JBU ou feijao-de-
porco), demonstrando que as enzimas Sao proteinas e que estas podem ser
cristalizadas (Figura 3). Aléem disso, a descoberta de que o niquel era um sitio ativo
componente das ureases levou a primeira demonstracdo de um papel biolégico para
o niquel (DIXON et al., 1975).

Independente da sua origem (de plantas, fungos ou bactérias) e de sua
organizacao estrutural, as ureases sdo proteinas homologas que compartilham de
50 a 60% de identidade de sequéncia, sugerindo uma mudanca a partir de uma
enzima ancestral em comum (MOBLEY et al.,, 1995; SIRKO & BRODZIK, 2000;
FOLLMER, 2008).


http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi
http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-de-plantas/ureases-de-canavalia-ensiformis/aspectos-nutricionais-da-canavalia-ensiformi

As ureases de plantas e de fungos sdo usualmente trimeros(a)s ou
hexadmeros (a)s de uma subunidade de ~90 KDa, que contém cerca de 840
aminoacidos; enquanto que as ureases de bactérias sdo multimeros de duas ou trés
subunidades [q,B,y]s, correspondendo a “fragmentos” da cadeia unica de ureases
vegetais e fungicas( MOBLEY et al., 1995; SIRKO & BRODZIK, 2000) (Figura 4).

Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas de urease na planta de Canavalia
ensiformis: a JBURE-I, JBURE-II e a Canatoxina.

A isoforma que é mais abundante é a chamada JBURE-I ou JBU( Jack Bean

Urease), ou “feijao-de-porco”.

Essas isoformas sdo altamente téxicas para diferentes insetos, sua toxicidade
€ mediada pela interagdo com a proteina inativa, que se torna ativa quando ha
liberacdo de um peptideo de um fragmento de cerca de 10 KDa de uma proteina.
Essa liberacdo se da por acdo das enzimas digestivas cisteinicas e asparticas
(catepsina B e C) presentes no trato digestivo de alguns insetos, ndo sendo toxicos
para agueles que possuem a sua alimentacdo a base de enzimas serinicas
(tripsina). Esse peptideo foi caracterizado como Pepcanatox (CARLINI et al., 1997;
FERREIRA-DASILVA et al., 2000).

Figura 3— James Sumner( 1887-1955), da Cornell University, Ithaca, NY, USA, e os
cristais da uréase de Canavalia ensiformis obtidos pela primeira vez em 1926.

James Batcheller NSO S5 )
sSumner ‘ y \ ~
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Fonte: (http://sandwalk.blogspot.com/2007/10/nobel-laureate-james-batcheller-sumner.html)


http://sandwalk.blogspot.com/2007/10/nobel-laureate-james-batcheller-sumner.html

Figura 4- Organizacéo estrutural de ureases. Em plantas (C.ensiformis), fungos
(S.pombe) e bactérias (K.aerogenes)

evsiotaserogenos () W NN 1005767 o

Schizosaccharomyces pombe ‘ ’ 835 aa
Canavaiia ensiformis [ 840 22

Fonte: ((http://www.ufrgs.br/laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/ureases-aspectos-estruturais)

2.4 Sistema Colinérgico em insetos

Assim como nos vertebrados, os insetos apresentam mais de um receptor
colinérgico, e esses receptores colinérgicos sdo caracterizados por nicotinicos,
muscarinicos, e receptores mistos (CALLEC, 1985). No Sistema Nervoso Central
dos insetos existem mais receptores nicotinicos que muscarinicos e a acetilcolina
ndo € o mediador sinaptico nas jun¢des neuromusculares, como é nos vertebrados,
por este motivo, 0s tecidos musculares dos insetos ndo apresentam nenhum tipo de

receptor de acetilcolina ( ACh).

A estrutura completa dos receptores de ACh em insetos ainda ndo esta bem
elucidado, mas tém-se a evidéncia que os receptores da acetilcolina compreende
parte do canal de sédio, assim como nos vertebrados (BREER & SATTELLE, 1987).

2.5 lodeto de Acetilcolina

Uma substancia quimica que é liberada pela terminacdo nervosa é denominada

neurotransmissor.

A acetilcolina (ACh), foi o primeiro composto identificado como

neurotransmissor central. A ACh esta presente em uma variedade de locais no
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interior do Sistema Nervoso Central.; ela é sintetizada nos terminais nervosos a
partir da acéo da enzima acetil-coenzima A (acetil-CoA, o qual é sintetizado a partir
da glicose) e colina, numa reacdo catalisada pela colina acetiltransferase (CAT)
(Figura 5). A presenca de CAT em um neurdnio €, portanto, uma forte indicacao de

que a ACh é usado como um dos seus transmissores.

Cerca de 10.000 moléculas de ACh sdo empacotados em cada vesicula por

um transportador vesicular de ACh.

Diferente da maioria dos neurotransmissores de moléculas pequenas, a acao
pés-sinaptica de ACh em muitas sinapses colinérgicas (a juncédo neuromuscular em
particular) ndo séo terminadas por recaptacdo ma sim, pela acdo de uma enzima
hidrolitica, a acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima é concentrada na fenda
sinaptica, assegurando uma diminui¢do rapida na concentracdo de ACh apés a sua
libertacd@o a partir do terminal pré-sindptico. A AChE possui uma atividade catalitica
muito elevada (cerca de 5000 moléculas de ACh por molécula de AChE por
segundo) e hidrolisa ACh em acetato e colina, impedindo o acumulo de acetilcolina

nas sinapses colinérgicas( SILVA, 2006).

Entre os muitos farmacos que interagem com enzimas colinérgicas, tém-se os
organofosforados. Compostos tais como difenil-tricloroetano (DTT) e o acido
herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foram originalmente desenvolvidos como
inseticidas. Os organofosforados pode ser letal para os seres humanos (e insetos),
por inibirem a AChE, causando o acumulo de ACh nas sinapses colinérgicas. Este
acumulo de ACh despolariza a célula pés-sinaptica e se torna recipiente a
subsequentes libertacdes de acetilcolina, fazendo com que, entre outros efeitos,

ocorra paralisia neuromuscular. (SILVA, 2006).
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Figura 5- Metabolismo da acetilcolina nos terminais nervosos colinérgicos

Na"'/choline

Presynaptic
ynap transporter

terminal

Choline

Choline acetyl-
 transferase Vesicular
ACh

Postsynaptic
cell

Fig. 5.A sintese de acetilcolina a partir de colina e acetil-CoA requerem colina-acetiltransferase.
Acetil-CoA é derivado a partir do piruvato gerado pela glicélise, enquanto a colina é transportada para
0os terminais via um transportador dependente de Na +. Apé6s a libertagdo, a acetilcolina é
rapidamente metabolizado pela enzima acetilcolinesterase e a colina € transportado de volta para o
terminal.

Fonte: Neuroscience, 2001

2.6 Neostigmina

A Neostigmina € um composto sintético de aménio quaternario (Figura 6) que
atua inibidindo a enzima Acetilcolinesterase, evitando a degradagéo da acetilcolina
por esta enzima, estimulando indiretamente o0s receptores nicotinicos e
muscarinicos, e assim facilitando a transmissdo do impulso nervoso na placa

motora.

As aminas mono- e bisquaternarias ( edrofénio, ambendnio, demecario) sao

anticolinesterasicos que tem a acdo de inibir a acetilcolinesterase atraves da
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formacao de uma ligacdo néo-covalente com o centro ativo da enzima. O edrofonio

(Figura 7) compete com a acetilcolina pela ligagéo no local anidnico do centro ativo.

Os anticolinesterasicos do grupo dos carbamatos interagem com o local
esterasico da enzima de modo semelhante ao da acetilcolina. A Neostigmina € um

exemplo de anticolinesterasicos do grupo dos carbamatos (SILVA, 2006).

Figura 6- Estrutura Molecular da Neostigmina
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Fonte: (http://www.igb.es/diccio/n/ne.htm)

Figura 7- Estrutura molecular do edrofonio
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Fonte: (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Edrophonium.svg)

2.7 Atropina

Os anticolinérgicos antimuscarinicos sdo representados por farmacos de

origem natural, como a atropina, e por derivados sintéticos.


http://www.iqb.es/diccio/n/ne.htm
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Edrophonium.svg
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A atropina € um alcal6ide encontrado na planta Atropa belladonna (beladona)
(Figura 8) e outras de sua familia, € um estimulante do sistema nervoso

parassimpatico que inibe a atividade do neurotransmissor acetilcolina.

A atropina é formada por ésteres organicos pela combinacdo de um acido
aromatico (acido trépico) e bases organicas complexas formando tropina (tropanol),

que encerram amonio terciario. (Figura 9) (SILVA, 2006).

Figura 8- Figura ilustrativa da Planta Atropa belladonna

Fonte: (http://pt.wikipedia.org/wiki/Atropa_belladonna)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Atropa_belladonna
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Figura 9- Estrutura molecular da Atropina
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Fonte: (http://quimica-alcaloide.blogspot.com.br/)

2.8 Baratas

Animais existentes ha mais de 300 milhdes de anos, as baratas ja somam cerca
de 4.000 espécies no mundo. Pertencentes do Filo Artrophoda, da Classe Insecta,
da Subclasse Pterygota, da Infraclasse Neoptera e da Ordem Blattaria; estes insetos
sdo hospedeiros de varias bactérias, fungos, vermes, virus e protozoarios, que tem a
possibilidade de transmitir doencas aos seres humanos (baratas domeésticas).
Possuem habitos noturnos, ja que este € o periodo em que buscam alimentos e
parceiros para reproducdo. S&o animais com desenvolvimento paurometabdlico, ou
seja, a fémea adulta pde ovos, gerando ninfas que sdo muito semelhantes ao
individuo adulto, tanto no habitat quanto nos habitos. Como todo inseto, as baratas
possuem o corpo dividido em cabeca, torax e abddmen, trés pares de pernas
(saindo do térax) e um par de antenas. O corpo é geralmente ovalado e achatado

dorsoventralmente.

Atualmente, a utilizacdo de animais em pesquisas e estudos cientificos, € uma
pratica bastante comum para toda a comunidade cientifica; dentre estes organismos,
tém-se destacados a utilizacao de insetos (COSTA-NETO, 2005).

Estes organismos sdo modelos de referéncia em estudos de ensino e pesquisa,

ja que apresentam baixo custo de criacdo, sobrevivem a temperatura ambiente, séo


http://quimica-alcaloide.blogspot.com.br/

15

facilmente observaveis com lupa e ndo precisam ser aprovados por uma Comissao

de Etica para serem utilizados.

A Nauphoeta cinerea (OLIVIER, 1789), (Figura 10) é uma espécie de baratas
provavelmente nativa do Leste da Africa, se espalhando para outras regibes do
mundo através do comércio. Os adultos apresentam dimensdes entre 25-29 mm de
comprimento. Possuem coloracdo acizentada matizada; pronoto com desenho
caracteristico, com asas manchadas que nao cobrem o abdémen. S&o animais
onivoros com habitat noturno (SCHICKLER, 2013).

Figura 10- Nauphoeta cinerea

Nauphoeta cinerea (olivier, 1789) - Cinereous Cockroach

Fonte: (http://www.biolib.cz/en/image/id24329/)

2.9 O Sistema Cardiovascular de Baratas

Os insetos possuem um sistema circulatério aberto onde o sangue
(hemolinfa) corre livremente na cavidade do corpo, onde entra em contato com todas
as suas estruturas internas. O sistema circulatorio tem como funcao efetuar todas as
trocas quimicas entre os 6rgdos do corpo, transportar nutrientes, produtos de
excrecdo, hormdnios, etc. Ja a hemolinfa, serve como meio de armazenamento de
agua, aminoacidos e como fluido hidraulico para a transmissdo e manutencdo da
pressdo do sangue. Apresenta um vaso dorsal, que € um tubo formado por fibras
musculares e tecido fibroso, composto posteriormente pelo coragcédo e anteriormente

pela aorta (Figura 11). O coracdo é formado por 12 camaras, possuindo valvulas


http://www.biolib.cz/en/image/id24329/
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ostiolares que impedem a volta da hemolinfa do vaso dorsal para a cavidade do
corpo (Figura 12).

Apresentam orgdos pulsateis acessorios, que sdo 0rgaos especializados em
bombear sangue, ficando situados na base das antenas, asas e patas. As
contracbes do coracdo de baratas apresentam trés etapas: a sistole (que € a
contracdo), a diastole (que é o relaxamento) e a diastase (que é o periodo de

repouso).

Durante varios anos, o coracdo de algumas espécies de baratas vem sendo
utilizadas em estudos como fatores cardiovasculares, estudo de aminas biogénicas
e da acetilcolina (JONES, 1974; GKRSCH, 1972; RICHTER & STURZEBECHER,
1971; HERTHL, 1971; GARDNER & ROUNDS, 1969). Com maior frequéncia, é
utilizado o coracdo semi-isolado, onde ap6s a remocdo dos o6rgdos internos, o
coracao exposto ligado a cuticula dorsal é banhado em solugéo salina, onde podem
conter os compostos que séo os objetos de estudo (MILLER, 1969).

Figura 11— Aparelho Circulatério dos Insetos
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;%gjm.oa\_y}
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HEMOCOEL \_>

Fonte: (http://marcosfilgueira.wikidot.com/aparelho-circulatorio-dos-insetos)


http://marcosfilgueira.wikidot.com/aparelho-circulatorio-dos-insetos
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Figura 12— Visualizagao virtual do Sistema Circulatorio interno de baratas

Fonte: (www.orkin.com/cockroaches/virtual-roach/)

3. JUSTIFICATIVA

Uma recente preocupacdo global € a escassez de alimentos, o que
representa um desafio para a agricultura no sentido de aumentar a producdo de
alimentos. Dados da organizacdo mundial da Saude (OMS) demonstram que 30%
da populacdo mundial sofrem com a falta de alimentos. Nesse sentido o
desenvolvimento de compostos com atividade entomotoxica menos toxicos para
seres humanos e animais, e mais eficientes contra insetos-praga atrai a atencéo de
um amplo nimero de pesquisadores em todo o mundo. Danos as culturas devido a
insetos, fungos, bactérias e virus podem representar até 35% do total de perdas na
producdo agricola. Portanto, € necessario melhorias para o controle de pragas
(PARDO-LOPEZ.et al.,2013). De modo geral, os praguicidas quimicos utilizados
para controle de pragas sao extremamente toxicos para organismos que ndo Sao o
alvo e, em muitos casos, sdo prejudiciais para a saude dos seres humanos e
animais. Além disso, inseticidas quimicos sdo recalcitrantes, ou seja, demoram a ser

degradados, levando a contaminacdo do solo e da agua. Outro problema, é que


http://www.orkin.com/cockroaches/virtual-roach/
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muitos insetos desenvolveram resisténcia aos diferentes praguicidas quimicos,
resultando em um controle ineficiente em insetos pragas (DEVINE & FURLONG,
2007).

A utilizacdo de inseticidas biologicos, como substitutos para produtos

quimicos, é uma alternativa para o controle de insetos em culturas agricolas.

Deste modo, o estudo de plantas que contenham substancias com acodes

inseticidas é de grande interesse para a comunidade cientifica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

» Investigar os efeitos da urease (JBU) no sistema cardiovascular de baratas da

espécie Nauphoeta cinerea.

4.2 Objetivos especificos

» ldentificar a acdo da JBU sobre o sistema cardiovascular usando a
preparacao coracao semi-isolado de N. cinerea,;
» Investigar o potencial bioinseticida da JBU em modelo experimental de N.

cinerea;
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» ldentificar os potenciais receptores envolvidos na modulacdo do sistema
nervoso de N. cinerea por meio do uso de ensaios farmacologicos, utilizando

compostos conhecidos como a Neostigmina, a Acetilcolina e a Atropina.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizadas baratas adultas de ambos os sexos da espécie Nauphoeta
cinerea e acondicionadas em caixa especial para insetos. Os animais foram
mantidos em temperatura de 20-24°C e alimentados com ragdo de cachorro

(Purina®) e 4gua potavel ad libitum.

5.2. Solucdao Fisiolégica para insetos

Solugéo fisiologica para insetos — composicdo em mM — Cloreto de Sodio
(NaCl), 150mM; Cloreto de Célcio (CaCl2), 2mM; Cloreto de Potassio (KCl), 10mM
eTris-HCI, 10mM ajustado para pH 6.8 usando 2N NaOH.

5.3. Drogas

As ureases foram utlizadas nas concentracfes de 1,5ug/g animal, 3,0ug/g

animal, 6,0ug/g animal.
O iodeto de acetilcolina foi utilizado na concentracédo de 5 uM.
A neostigmina foi utilizada na concentragéo de 5 uM.

A atropina foi utilizada na concentragéo de 1 puM.

5.4. A Preparacgéo coragéo semi-isolado de baratas

A preparacédo do coracdo semi-isolado de barata (Figura 13) (BAUMANN &
GERSCH, 1982) foi utilizada para avaliar os efeitos farmacoldgicos induzidos pela
JBU. Para cada dose testada da urease foram utilizados nove animais (n=9).
Baratas adultas da espécie Nauphoeta cinerea foram anestesiadas deixando-as por

5 minutos no freezer e imobilizadas em placas de isopor por meio de alfinetes
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entomoldgicos com o lado ventral voltado para cima. As margens laterais do
abdémen foram cortadas ao longo de cada lado com o auxilio de uma tesoura
cirdrgica e uma pinca, removendo assim a cuticula abdominal, expondo as visceras
que foram cuidadosamente afastadas para que o coracdo ficasse de maneira
exposta.

O coracao foi banhado com a solucéo fisiolégica a 0,015 mM em temperatura
ambiente. Apds os 5 minutos iniciais para a estabilizacdo da frequéncia cardiaca, 0s
diferentes tratamentos foram adicionados sobre o] coracao.

A frequéncia cardiaca foi monitorada e contada durante 30 minutos com o
auxilio de um microscépio estereoscopio (Olympus,Damstat, Alemanha). Apos esse
periodo, a preparacado foi lavada com solucéo fisiolégica e monitorada por mais 5

minutos para verificar se houve recobro da frequéncia cardiaca.

Figura 13- Imagem da porcéo ventral da N. cinerea

Fonte: Fabiola Duarte

5.5 Andlises Estatisticas

Os dados foram plotados ponto a ponto com média e erro padrao, com auxilio
do programa Microsoft Excel (Microsoft Office Excel 2003). A andlise estatistica foi
realizada utilizando o método Anova para medidas repetidas por meio do software
OriginPro 8 (OriginLabCo, Northampton, MA, USA).

6. RESULTADOS
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6.1. Efeito da JBU sobre a frequéncia cardiaca de Nauphoeta cinerea

Nos ensaios com a preparagdo coragdo semi-isolado de Nauphoeta cinerea,
obteve-se uma resposta tempo-dependente induzida pelas diferentes concentragbes
de JBU. Assim em preparacdes controle, sem a adicdo de nenhum tratamento a
resposta cronotropica foi de 94+5bat./min. Quando a concentracdo menor de JBU
(1,5 pg/g de animal) foi administrada (n=9), esta causou uma pequena aceleragao na
frequéncia cardiaca da barata (105+3bat./min), porém, ndo foi significativa quando
comparada ao controle. A JBU causou a aceleracdo da frequéncia cardiaca do
animal de forma significativa, comparada com o controle, quando sua concentracao
intermediaria (3ug/g animal) foi administrada (n=9), chegando a 120+3bat./min. Este
efeito teve inicio logo apo6s a aplicacdo da JBU sobre o coragdo, e atingiu seu pico
em torno de 5min apds a aplicacdo, mantendo-se durante os 30min de observacao
(Figura 14). Apds a lavagem do coracdo com salina, esse efeito diminuiu, chegando
a frequéncia cardiaca do inicio do experimento. A maior concentracdo de JBU (6
Mg/g de animal) ndo teve efeito significativo sobre a frequéncia cardiaca do animal
(100£3bat./min).



23

Figura 14- Efeito da JBU (1,5, 3,0 e 6 p/g de animal) sobre o sistema

cardiovascular de Nauphoeta cinerea
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Figura 14- Grafico da resposta cardiaca da barata com o tratamento de diferentes concentracfes de
JBU, mostrando o aumento da frequéncia cardiaca do animal com a administragdo da concentracao

intermediéria de JBU. Cada ponto corresponde a média + erro-padréo.

6.2. Efeito de moduladores colinérgicos sobre as respostas cronotropicas de

Nauphoeta cinerea

Sabe-se que a frequéncia cardiaca de insetos € modulada positivamente por

agentes colinérgicos. Assim, quando a neostigmina (5uM) foi ensaiada sobre a

preparacdo coracdo semi-isolado (n=9) houve um aumento de 30% na frequéncia

cardiaca dos animais (Figura 15). Esse efeito foi semelhante ao induzido pela JBU

(3u/g de animal). Nos ensaios utilizando a JBU (3 ug/g de animal) com tratamento
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prévio de Atropina (1uM), esta inibiu 0 aumento da frequéncia cardiaca induzido pela

JBU (Figura 15).

Figura 15- Efeito cronotropico positivo induzido pela neostigmina (5uM) sobre
o sistema cardiovascular de Nauphoeta cinérea
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Figura 15- Comparacéo entre os efeitos da neostigmina e da JBU sobre o sistema cardiovascular de
N.cinerea. Note que o pré-tratamento da preparacao com atropina (1uM) inibiu o efeito cronotropico

positivo da JBU.

A acetilcolina aumentou a frequéncia cardiaca. A Ach esta presente em

nervos colinérgicos que mareiam o tubulo cardiaco da barata (COLLINS & MILLER,

1976) Em insetos a acetilcolina induz um aumento da frequéncia cardiaca e a

octopamina uma diminuicao.

Nossos dados demonstram que a acetilcolina

possivelmente esta atuando sobre o sistema colinérgico de baratas pelo aumento da
frequéncia cardiaca( Figura 16) (OSBORNE, 1996).
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Figura 16- Efeito cronotropico positivo induzido pela neostigmina (5uM) e
Acetilcolina (5uM) sobre o sistema cardiovascular de Nauphoeta cinérea

—=— Controle salina

—#— Acetilcolina (5uM )

140 5 —&— Neostigmina (5uM)

135 *
130 4
125 4
120 4
1154
110 4
105 4
100 4
95 4
90 4
85

Frequéncia cardiaca(%)

O

8 0 1 1 1 1 1 1 1 I.F;! 2 1

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

Figura 16- Comparacdo entre os efeitos da neostigmina e da acetilcolina sobre o sistema
cardiovascular de N.cinerea.
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7. DISCUSSAO

Nesse trabalho demonstrou-se a atividade toxica da urease de C. ensiformis
sobre o sistema cardiovascular de baratas da espécie N. cinerea. O envolvimento do
sistema colinérgico nesse efeito, bem como suas consequéncias no

desenvolvimento do processo entomotéxico serdo discutidos a seguir.

Inicialmente o coracdo de baratas foi considerado um 6rgdo neurogénico, mas
esta idéia foi logo preterida ja que estudos demonstraram que mesmo apoés a
remocao dos nervos cardiacos e o tratamento com tetrodotoxina, que € uma toxina
com potencial poder de bloqueio dos canais de sddio, paralisando a conducéo
nervosa; o coragao continuava a bater ritmicamente Deste modo, foi sugerido que os
nervos cardiacos marginais ao sistema cardiovascular de baratas ndo seriam
capazes de controlar os batimentos cardiacos em relacdo ao numero de sistoles e
diastoles, mas sim, sendo capaz de controlar a frequéncia cardiaca (ADIYODI,
1981).

Ensaios realizados sobre a frequéncia cardiaca de N. cinerea, demonstraram
gue a acetilcolina induz um efeito mimético ao da JBU. Em insetos a frequéncia
cardiaca € modulada positivamente pela acetilcolina, que advém de nervos
adjacentes ao tubulo cardiaco (COLLINS & MILLER, 1977). Em nossas condi¢cdes
experimentais a JBU induziu aceleracédo cardiaca, semelhante a neostigmina, um
inibidor da atividade da acetilcolinesterase. Esse efeito sugere uma exacerbacao da
neurotransmissao colinérgica nesse 6rgao como demonstrado por RODRIGUES et
al. (2012), que mostrou o mesmo efeito usando a anatoxina a(s), um
organofosforado natural. Esse dado também sugere que, além da atividade
anticolinesterasica, a JBU poderia estar despolarizando nervos colinérgicos
cardiacos, através do seu efeito permeabilizantede de membranas (PIOVESAN et
al., 2014), o que também favoreceria um aumento da frequéncia cardiaca dos
animais. Quando foi utilizada a dose de JBU intermediaria (3 ug/g animal) com o
prévio tratamento de Atropina (1uM), ocorreu a inibicdo do aumento da frequéncia

cardiaca que seria induzido pela JBU,
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Nos ensaios utilizando a JBU (3 pg/g de animal) com tratamento prévio de
Atropina (1uM), esta inibiu o aumento da frequéncia cardiaca induzido pela JBU,

inibicdo esta ocorrida, pelo fato da atropina ser um anticolinérgico.

A acetilcolina (5 uM) teve um efeito cronotrépico positivo de 35+6 % maior em

relacéo ao controle salina.
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8. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho de conclusdo de curso, bem
como o0s aspectos relevantes que foram discutidos, nos permitem relacionar as

seguintes conclusoes:

» A JBU induz alteracdes cronotropicas positivas sobre o sistema
cardiovascular de Nauphoeta cinerea;

» Apesar de a JBU modular significativamente a frequéncia cardiaca de
insetos, o efeito ndo é suficiente para matar os animais, mas pode, por
exemplo, aumentar a chance deles serem predados por outros animais;

» A JBU (1,5, 3 e 6ug/g de animal) ndo é letal para a barata Nauphoeta
cinerea, apesar dos animais ficarem letargicos apos 24h da administracéo do
composto. Esse fato pode ser explicado pela auséncia de enzimas do tipo
catepsinas no sistema digestivo de Nauphoeta cinerea, ou pelo fato de ter

sido administrado a urease pela via da hemolinfa.



29

9. PERSPECTIVAS FUTURAS

» Investigar a interacdo da JBU com diferentes receptores do coragao por meio
de ensaios de imuno-florescéncia;

» Investigar qual porcdo da molécula da JBU estaria envolvida na
neurotoxicidade induzida em baratas, por analises bioquimicas e producao de

peptideos derivados da JBU.
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