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RESUMO

Entre as principais estratégias adotadas por vegetais invasores estdo a liberacdo e propagacédo
de seus metabdlitos secundarios no ambiente. O Eragrostis plana Nees (capim-annoni-2) é
um vegetal invasor, oriundo do continente Africano, introduzido no Brasil no inicio da década
de 1950, que tem se propagado com sucesso em territério nacional, uma vez que é um forte
competidor devido seu potencial alelopatico. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
entomotoxica do extrato aquoso do capim-annoni-2 em modelo experimental de baratas
(Nauphoeta cinerea). Para isso, partes aéreas de E. plana foram trituradas para obtencdo do
extrato bruto, apos diluidas em agua milli-q em 7 concentragdes (0,5; 2,5; 5,0; 12,5; 25,0; 50,0
100,0 ug/g de animal) foi utilizado solucdo salina para o tratamento controle. Para
determinacgéo dos receptores e vias envolvidas em respostas as doses de extrato hidroalcoolico
de capim-annoni-2 (EHCA), foi preparado um tratamento com o farmaco octopamina e seu
inibidor a fentolamina. Em todos os experimentos foram usado baratas machos e adultos de
forma a haver padronizacdo. No grooming, foram utilizados 30 individuos para cada dose
testada, enquanto que para o teste do coragdo semi-isolado foram utilizados 10 individuos por
dose. Para o0 ensaio da atividade inseticida foi utilizado o EHCA nas doses de 100, 200, 400,
600, 800 ug/g de animal e solucdo salina para o tratamento controle, a DL50 durou 72 horas,
cada dose foi testada 15 animais, a dose onde houve maior indice de mortalidade foi
considerada a dose letal. Todos os dados foram expressos como média + erro (E.P.M), sendo
0s mesmos analisados pelo teste two-way ANOVA, seguido dos testes Tukey ou Dunnett,
sendo considerado significativos quando p<0,05. Depois de realizados os experimentos
verificou-se que o EHCA induziu um efeito significativo no grooming de perna em todas as
concentragdes com excec¢ao da concentragdo de 100 pg/g de animal, enquanto que 0 mesmo
pouco modulou o grooming de antena. Sobre 0s receptores e vias envolvidas, observou-se que
a octopamina tanto isolada quanto com o extrato teve um efeito significativo no grooming de
perna, enquanto que a fentolamina, junto ao extrato teve efeito no grooming de antena. Sobre
o efeito do extrato no coracdo semi-isolado, notou-se que as mesmas doses que afetaram o
grooming afetam o batimento cardiaco diminuindo a frequéncia cardiaca. Em nenhuma
concentracdo, ao final do tratamento houve recobro da freqiéncia cardiaca. Na atividade
inseticida a concentracdo de 400 pg/g de animal apresentou maior taxa de mortalidade. Sendo

assim confirma-se o que o EACA possui um potencial entomotoxico.

Palavras-chave: coragdo semi-isolado; extrato aquoso; grooming ; atividade inseticida.



ABSTRACT

Among the main strategies adopted by invasive plants are the release and propagation of their
secondary metabolites in the environment. The Eragrostis plana Nees (capim-annoni-2) is an
invasive vegetable, originating from the African continent, introduced in Brazil in the early
1950s, which has been successfully propagated in the national territory, since it is a strong
competitor due to its allelopathic potential. The objective of this work was to evaluate the
entomotoxic activity of the aqueous extract of capim-annoni-2 in an experimental model of
cockroaches (Nauphoeta cinerea). For this, aerial parts of E. plana were ground to obtain the
crude extract, after dilution in milli-q water in 7 doses (0.5, 2.5, 5.0, 12.5, 25.0, 50, 0 100.0 ug
/ g animal) saline solution was used for the control treatment. To determine the receptors and
pathways involved in response to the doses of hydroalcoholic extracts of capim-annoni-2
(EHCA), a treatment with the drug octopamine and its inhibitor the phentolamine was
prepared. In all experiments male and adult cockroaches were used for standardization. In
grooming, 30 subjects were used for each dose tested, whereas for the semi-isolated heart test
10 subjects were used per dose. For the insecticidal activity assay EHCA was used at the
doses of 100, 200, 400, 600, 800 pg / g animal and saline for the control treatment, the LD50
lasted 72 hours, each dose was tested 15 animals, dose where the highest mortality rate was
considered the lethal dose. All data were expressed as mean * error (E.P.M), being analyzed
by the ANOVA two-way test, followed by the Tukey or Dunnett tests, being considered
significant when p <0.05. After the experiments were carried out it was found that the EHCA
induced a significant effect on leg grooming at all concentrations except for the concentration
of 100 ug /g animal, whereas the same did little modulate antenna grooming. Concerning the
receptors and pathways involved, it was observed that the octopamine both isolated and with
the extract had a significant effect on leg grooming, while the phentolamine, together with the
extract had an effect on antenna grooming. Regarding the effect of the extract on the semi-
isolated heart, it was noted that the same doses that affected grooming affect the heart rate by
lowering the heart rate. At no concentration, at the end of the treatment there was heart rate
recovery. In the insecticidal activity, the concentration of 400 ug/g of animal had a higher
mortality rate. This confirms that the EACA has an entomotoxic potential.

Keywords: semi-isolated heart; aqueous extract; grooming; insecticidal activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metabolismo secundario vegetal

Metabolismo é a denominacdo de um grupo de reacBes quimicas que ocorrem
constantemente em cada célula, seja animal ou vegetal. Os compostos quimicos produzidos
durante esse processo sdo chamados de metabdlitos, sendo estes resultados de uma série de
transformacgdes enzimaticas que, diferenciam-se em duas classes: metabdlitos primarios e
secundarios (SIMOES, 2001; WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008). O conjunto de
produtos metabdlicos com fungdes essenciais, sdo conhecidos como metab6litos primarios,
entre esses estdo os produtos responsaveis pela a fotossintese, transporte de solutos e
respiracdo, tais metabolitos estdo distribuidos universalmente no reino vegetal.

Espécies vegetais produzem diversos aleloquimicos e os liberam no ambiente por meio
de suas folhas, raizes e lixiviagdo de serrapilheira (Figura 1). Essas substancias sdo
denominadas metabdlitos secundarios e atuam ndo s6é na defesa do organismo contra
herbivoria e agentes patogénicos, como também na atracdo de polinizadores e competicdo por
recursos em interacoes planta-planta (TAIZ & ZEIGER, 2017).

VOLATIZACAOQ 9 ALELOQUIMICOS
RESIDUOS DE RESIDUOS DE
FOLHAS FOLHAS

:L.\ AD

LIXIVIACAO /F{ﬂ ¢

ib\\ i‘ BIODEGRADACAQ

ESXUDA(;AD //

ALELO QEIIM]CDS

Figura 1: Formas de liberacdo de metabolitos secundarios no ambiente. Fonte: Google, com

pequenas alteracdes.
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Esses metabolitos também atuam na expressdo de genes dominantes, garantindo a
resisténcia a compostos quimicos, nas alteracdes dos sitios de ligacbes nas mitocondrias, na
ineficiéncia enzimatica, na conjugacdo de aminoécidos e proteinas, inativando suas fungdes
(SILVA et al., 2016). A atividade dessas biomoléculas pode ser danosa ou benéfica a
vegetacdo adjacente (RICE, 1984), interferindo em processos como respiracdo celular,
fotossintese, acdo de fitormbnios, alongamento e divisdo celular, sintese proteica,
permeabilidade das membranas e metabolismo de compostos organicos como os lipidios
(FERREIRA et al.,, 2008). A sintese e disponibilidade de um metabdlito secundario nas
plantas podem ser afetadas por fatores como sazonalidade, temperatura, radiacdo ultravioleta,
poluicdo e altitude. Visto que esses fatores sdo distintos em cada regido do planeta, as plantas
podem apresentar um metabolismo unico, o qual estd adaptado as condicGes nas quais a planta
estd exposta (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). As trés principais classes de metabolitos
secundarios sao: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER,
2017) (Figura 2).

co,

Fotossintese

METABOLISMO PRIMARIO-DO. CARBONO

Eritrose-4-fosfato / \ 3-Fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)

Ciclo do acido Acetil CoA
tricarboxilico ; :
Aminoacidos
alifaticos
4 v
Rotzf dc3 é_cicjo Rota df’ g’xcido Rota doA égido Rota MEP
chiquimico - maldnico mevaldnico

!

Aminoacidos

aromaéticos
A 4

Produtos secundarios
nitrogenados

v A 4 v v

» | Compostos
fendlicos

METABOLISMO SECUNDARIO DO CARBONO

Terpenos

Figura 2: llustracdo da rota metabdlica secundéaria. Fonte: Taiz & Zeiger (2017).

A abrangente atuacdo dos metabdlitos secundarios dos vegetais mostra a necessidade e

a importéncia do conhecimento sobre esses compostos. Entender a sua atua¢do pode levar a
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inimeras possibilidades de estudos que direcionem a busca pela solugdo de importantes
problemas enfrentados atualmente, como a resisténcia microbiana as drogas sintéticas ou o

prejuizos causados pelo uso desordenado de pesticidas (TAIZ & ZEIGER, 2017).

1.2 Capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees)
O capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees) é uma Poacea de origem sul africana
introduzida acidentalmente no Brasil na década de 1950 (Figura 3).

& ¢ \

Figura 3: Aspecto geral da predominancia de capim-annoni-2 (Eragostris plana Ness). Fonte:

Google

Devido sua grande tolerancia a variacdo de temperatura, passou a ser usada como
planta forrageira. A comercializacdo de sementes na década de 1970 pelo Grupo Rural
Annoni (Sarandi, RS) contribuiu para o processo invasor. Com isso, houve decréscimo na
frequéncia e riqueza de espécies nativas (devido seu potencial alelopatico), reducdo da
produtividade pecuaria e aumento da degradacdo do solo (MEDEIROS et al., 2004;
FERREIRA et al., 2008).

No sul do Brasil, esta entre as invasoras mais dificeis e agressivas quanto ao controle
em pastagens naturais (REIS, 1993). Como toda planta invasora suas caracteristicas sdo:
rapido crescimento, longa fase reprodutiva, presenca de alelopatia e banco de sementes no
solo (MEDEIROS et al., 2004). Segundo FIORENZA et al.,( 2016) no extrato metandlico de
folhas secas de capim-annoni-2 sdo encontram-se entre os fendis: acido galico, &cido elagico,
acido cafeico, acido clorogénico; flavonoides: quercetina e a rutina; e 0s taninos: epicatequina

e catequina (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura quimica da quercetina a esquerda e estrutura quimica do acido clorogénico
a direita. Fonte: Google

Os flavondides tem recebido atencdo uma vez que atuam como sequestradores de
radicais livres e, como ligantes quelatos para ions metalicos; a quercetina esta presente na
dieta humana, encontrada em chés, frutas e verduras, em sua forma glicosilada (BEHLING et
al., 2004). Estudos com extrato metanolico de pinheiro-do-parana (Araucaria angustifolia
(Bertoloni) Otto Kuntze) demonstraram a presenca de quercetina e sua acdo como inseticida
natural em modelo de Phoetalia pallida (CARRAZONI, 2017).

Fendis possuem capacidade antioxidante, uma vez que reagem a radicais livres e
restringem seus efeitos maléficos. Eles também apresentam atividades antinflamatorias,
antialérgicas, antimicrobiana, antitrombdtica e antineoplasica. S&o essenciais para crescimento
e reproducdo dos vegetais, contribuem para adstringéncia, pigmentacdo e estabilidade
(CARMO et al., (2007).

A E. plana tem sido modelo de estudos em trabalhos sobre identificacdo na mudanca
de nicho bioclimatico durante sua invasdo na América do Sul (BARBOSA, 2013). Varios
trabalhos enfatizam o potencial que essa espécie apresenta na prevencao, controle e utilizacdo
de capim-annoni-2 no Rio Grande do Sul, Brasil (MEDEIROS & FOCHT, 2007) e potencial
alelopatico na germinacdo e crescimento inicial de outras espécies vegetais (FERREIRA et
al., 2008, FIORENZA et al., 2016). Porém estudos sobre seu potencial entomotoxico, tém

sido pouco explorado.

1.3 Bioinseticidas

Os agrotdxicos sdo substancias quimicas utilizadas na agricultura para combater e
controlar agentes nocivos ao cultivo, de forma a ndo haver perdas no processo agricola. Eles
podem ser divididos em muitas categorias entre elas estdo os fungicidas, herbicidas,

inseticidas, acaricidas, rodenticidas, entre outras. Porém esses compostos atingem nao apenas
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0s seres nocivos as plantacdes, mas também, abelhas, minhocas, plantas e seres humanos,
principalmente quando s&o utilizados de forma indiscriminada. A primeira escolha para o
controle bioloégico geralmente é a de inseticidas quimicos, porém seu uso indiscriminado gera
efeitos econ6bmicos e ambientais negativos, também por vezes, seleciona individuos
resistentes a esses compostos, causando desequilibrio biol6gico e impulsionando a busca por
substituintes (COUTINHO et al., 2009).

N&o raramente encontramos na cultura popular preparacdes caseiras com o intuito de
exercer atividade inseticida, fazendo uso de um organismo vegetal. Entre essas preparacdes
estdo as folhas de pinheiro-do-parana, feita popularmente como inseticida natural em
comunidades rurais do interior do Brasil, que passou a ser estudada como potencial inseticida
(CARRAZONI et al., 2017). Outro exemplo a ser destacado é a pitangueira (Eugenia uniflora
L.), planta que exerce um controle de insetos sendo usado em diversos estudos (JUNG et al.,
2013).

A busca por atividade inseticida por meio de plantas acontece por preparagdes de
extratos com diferentes partes vegetais ou substancias produzidas por esses. Entre suas
vantagens estdo o baixo impacto ambiental, facil obtencdo do produto e répida degradacéo do
composto no ambiente (SANTOS, 2016).

1.4 Baratas como modelos experimentais
Muitos aspectos da biologia sdo compartilhados entre a maioria dos organismos Vvivos
ou em todos. Frequéntemente percebe-se uma facilidade em estudar um aspecto individual em
um organismo especifico, dessa forma surgiram 0s organismos modelos, que possuem
caracteristicas que os permitem serem estudados em laboratdrio. Entre esses organismos estdo
zebrafish (Danio rerio), camudongo (Mus musculus), mosca-da-fruta (Drosophila
melanosgaster) e ndo tdo popular a barata (Nauphoeta cinerea Olivier) (Figura 5).
Existem mais de 4000 mil espécies de baratas espalhadas pelo globo terrestre, no
Brasil sdo conhecidas cerca de 1000 espécies. Esse grupo surgiu a cerca de 300 milhdes de
anos. Podem ser hospedeiras de protozoérios, vermes, bactérias e fungos, transmitindo assim
doencas para 0s seres humanos. Seu corpo é dividido em cabeca, térax e abddmen, trés pares
de perna e um par de antena. Seu corpo é ovalado e achatado dorsoventralmente (OSBORNE,
1996).
A espécie Nauphoeta cinerea é oriunda do leste da Africa, porém tem sido difundida via

comércio. Sua coloracdo é acinzentada com desenhos caracteristicos e apresentam dimensdes
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que variam de 25 a 29 mm quando adultas (OSBORNE, 1996) (Figura 5). Esse grupo tem sido
utilizado em bioensaios pela facilidade de manutencdo, baixo custo, rapida reproducéo e falta
de questdes éticas que as envolva (RODRIGUES et al., 2012).

Figura 5: Barata da espécie Nauphoeta cinerea. Detalhe da por¢éo dorsal do inseto com a cor

acinzentada caracteristica e porcéo ventral marrom. Fonte: Borges (2018).

1.5 Sistema nervoso em insetos

Organismos vivos respondem a estimulos internos e externos por causa do seu sistema
nervoso. Tal sistema é integrado pelo sistema sensorial externo e informacdes fisiologicas
internas. O sistema nervoso em insetos é localizado ventralmente; o cérebro fica localizado na
regido da cabeca, que é conectado por um par de nervos ao redor do estomodeu e uma série de
ganglios da corda nervosa ventral (GALLO et al., 2002).

O cérebro dos insetos € composto por protocérebro (olhos compostos e oceolos),
deuterocérebro (recebe o0s sinais dos receptores de antenas) e tritocérebro que esta ligado aos
ganglios ventrais e ao sistema nervoso estomatogastrico (OSBORNE, 1996). O sistema
nervoso periférico consiste dos nervos que deixam ou chegam ao sistema nervoso central para
inervar os muasculos ou 6rgaos do sentido (GALLO et al., 2002).

O sistema nervoso central é formado por pares de ganglios, um subesofagico ligado ao

cérebro, trés ganglios metatoracicos e seis ganglios abdominais disposto ventralmente (Figura
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6). Cada segmento do inseto possui um par de ganglios interligados por comissuras e

conectivos e nenhum génglio possui um centro vital (BORGES, 2018).

] Cérebro

Ganglio
Subesofagico

Ganglios
Metatoracicos

Ganglios
Abdominais

Figura 6: Sistema nervoso de barata. O sistema nervoso € localizado ventralmente no inseto,
sendo composto por um cérebro, um ganglio subesofagico, trés ganglios toracicos e seis

ganglios abdominais. Fonte: Borges (2018)
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade entomotdxica do extrato aquoso de capim-annoni-2 (Eragrostis
plana Nees) em diferentes concentragdes sobre o sistema nervoso e cardiaco de Nauphoeta
cinerea Olivier.

2.2 Objetivos especificos
v Avaliar o efeito modulador do EHCA sobre o sistema nervoso de N. cinerea por meio
de técnicas comportamentais como o0 gromming.
v Avaliar a modulacdo de EHCA sobre a freqiiéncia cardiaca de N. cinérea.
v Avaliar a concentracdo em que o EHCA torna-se letal para a N. cinérea, por teste de
DL50.
v Verificar as vias envolvidas na neurotransmissdo e no desencadeamento dos possiveis

efeitos entomotdxicos, por meio da utilizagdo de farmacos.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos comportamentais, modulacdo da frequéncia cardiaca e atividade
inseticida, foram conduzidos no Laboratério de Neurobiologia e Toxinologia (Lanetox) na
Universidade Federal do Pampa - Campus Séo Gabriel, Sdo Gabriel, RS.

3.1 Extrato vegetal

Partes aéreas (caule e folha) de capim-annoni-2 foram coletadas no Campus S&o
Gabriel, nas primeiras horas da manhd. Para obtencdo do extrato hidroalcodlico, folhas
previamente secas foram trituradas em um moinho tipo willey até a obtengdo de um p6. O
material foi submetido ao processo extrativo por percolacdo em solucdo hidroalcodlica 90%
utilizando &lcool absoluto 99,99% (P.A.).

Depois da filtragem da solucéo obtida, 0 mesmo foi submetido ao rotaevaporador com
temperatura controlada de até 60°C, a seguir liofilizado a -80 °C até obtencéo de residuo seco
(CARRAZONI et al., 2016). O extrato foi obdito da diluicdo do residuo seco em agua milli-Q,
obtendo-se as seguintes doses 5; 2,5; 5,0; 12,5; 25; 50; 100 ug/g de animal, para os testes de
grooming e coracdo semi-isolado, para os testes de potencial inseticida (mortalidade) foram
utilizadas as doses de 100, 200, 400, 600 e 800 pug/g de animal do EHCA. Todos os controles

foram obtidos com a administracdo de solucéo salina.

3.2 Modelo animal

Para a padronizacdo dos experimentos foi utilizado machos de baratas da espécie
Nauphoeta cinerea (3 a 4 meses apds a muda); esses animais foram criados no biotério da
UNIPAMPA campus Sdo Gabriel-RS, em caixas especiais para insetos, mantidos em
temperatura de 20-24 °C, em ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, alimentados com

racdo de cachorro e agua potavel ad libittum.

3.3 Solucdo salina para insetos
Utilizou-se solucgdo salina, composta por NaCl 150 mM, CaCl2 2 mM, KCI 10 mM e
Tris 10 mM em adicdo de agua ultra pura até o volume de 200 mL, com pH 6,8 corrigido com

NaOH. O pH foi ajustado com pHmetro de eletrodo de vidro, previamente calibrado.
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3.4 Atividade de grooming

A atividade de grooming (Figura 7) segundo a metodologia descrita por Carrazoni et
al. (2017) e Borges (2018). O extrato e as drogas testadas foram injetadas na terceira porgao
abdominal com auxilio de uma seringa de Hamilton, sendo injetados 10 uL de volume do
extrato e/ou droga que estava sendo testada (Figura 8). O animal foi colocado em arena
circular (Open Field, Insight), usado em testes comportamentais (recipiente circular com 30
cm de altura e 20 cm de raio). As baratas nunca haviam estado no open Field anteriormente.
Para essa atividade foi utilizado um “n” amostral de 30 baratas, para cada dose do EHCA,
cada tratamento foi monitorado durante 30 minutos segundo a metodologia recomendada por
Borges (2018). Ainda, para determinagdo dos receptores e vias envolvidas em respostas ao
EHCA, foram preparados solugbes de dois farmacos a octopamina e fentolamina nas
concentracdes de 1,0 pg/g de animal e 0,01 ug/g de animal respectivamente . Os testes foram

realizados em periodo diurno.

Figura 7: Representacdo do comportamento de grooming. Em (A) o grooming de antena e em

(B) o grooming de pernas. Fonte: Borges (2018).
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Figura 8: llustracdo da aplicacdo de drogas, dos extratos aquosos de capim-annoni-2
(Eragrostis plana Nees) ou solucdo salina no terceiro segmento abdominal de Nauphoeta

cinerea Olivier. Fonte: Borges (2018).

3.5 Coracéo semi-isolado

A preparacdo do coracdo semi-isolado (Figura 9) em baratas seguiu a metodologia
recomendada por Rodrigues et al. (2012), onde as baratas foram anestesiadas durante 5 a 8
minutos em resfriamento e para cada dose testada fora utilizados 10 baratas machos adultos.
As baratas foram fixadas em placas de isopor com o auxilio de alfinetes entomologicos. A
parte ventral do animal estava direcionada para cima, onde houve o corte e retirada da cuticula
abdominal, com auxilio de uma tesoura cirirgica e uma pinca, ambas esterilizadas. As
visceras foram afastadas para o lado, de forma ao coracéo ficar exposto.

O coracéo foi banhado com 200 ul/g de animal, solugdo salina a 37°C por 5 minutos
para que ocorra a estabilizacdo da frequéncia cardiaca. Apos os diferentes tratamentos serem
adicionados sobre o coracdo (sendo 190 pl/g de animal de solugéo salina e 10 pl/g de animal
de tratamento) a frequéncia cardiaca foi contada e monitorada por 30 minutos. O coracdo foi
banhado novamente por 200 pl/g de animal de solugdo salina, onde ha monitoramento e
contagem da frequéncia cardiaca durante 5 minutos, de forma a observar se ha recobro da
frequéncia cardiaca. Todo o procedimento ocorre em 40 minutos, com o auxilio de uma

camera e 0 programa VLouge.
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Figura 9: Barata (Nauphoeta cinerea Olivier) fixada em cama de isopor com auxilio de

alfinete entomoldgicos e coracdo exposto. Fonte: Borges (2018).

3.6 Atividade inseticida

O ensaio inseticida com as baratas adultas seguiu a metodologia recomendada por
Herzig & Hodgson (2008) e Carrazoni et al. (2017), com algumas modificagdes. Utilizou-se
as seguintes doses do EHCA 100, 200, 400, 600, 800 ug/g de animal e solucédo salina como
controle. As concentraces foram administradas com auxilio de uma seringa de Hamilton 10
ML e injetadas no terceiro segmento abdominal de N. cinerea. A atividade inseticida foi
realizada em triplicada com 5 baratas para cada concentracdo, todas baratas do experimento
eram machos e adultos (Figura 10). As baratas foram mantidas em temperatura de 24 a 25 °C
e analisados em cinco periodos 1, 6, 12, 24, 48 e 72 h, apos a injecdo. Depois desse periodo, a
dose minima que trés ou mais insetos foram considerados mortos foi considerada como dose

letal minima. Aspectos como letargia ou outros sinais ndo foram monitorados.
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Figura 10: llustracdo do ensaio da atividade inseticida por dose experimentada. Fonte: Borges

(2018).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extrato hidroalcoodlico de capim-annoni-2 na atividade de grooming
A aplicacdo das diferentes doses do EHCA em baratas da espécie N. cinerea, afetou a
atividade de grooming de perna, quando comparado ao tratamento controle, exceto para a

concentracdo mais elevada, ou seja, 100 pg/g de animal (Figura 11).
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Figura 11: Atividade de grooming em Nauphoeta cinerea Olivier submetidas a diferentes

concentracdes de extrato de capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees). Fonte: A autora.

Em baratas que foram submetidas a solucdo salina (controle) o tempo médio de
limpeza continua foi de 110+5/30 min para pernas e 20+1/30 min de antena (n=30), ndo
diferindo estatisticamente do tratamento com 100 pg/g de animal EHCA, com tempo médio
de 133+5/30 min para pernas e 18+1/30 min para antena (n=30). Adicionalmente, 0 EHCA
induziu a atividade de grooming de perna nas concentracdes de 0,5 a 50 pg/g de animal,
quando comparado ao tratamento controle, sendo verificado aumento crescente até a
concentracdo de 5 pg/g de animal. Entretanto, ndo foi verificado diferencas significativas
entre as concentracOes de 2,5 a 25 pg/g de animal (Figura 11).

Carrazoni et al. (2017) testando extrato metandlico de pinheiro-do-parana na atividade
de grooming de perna em N. cinerea nas concentrac6es de 200 e 400 pg/g de animal, além do
controle salina, verificaram que a presenca dos extratos aumentaram a atividade de grooming
de perna, sendo intensificada com o aumento das concentracGes utilizadas; ainda, 0s mesmos
pesquisadores encontraram 0 mesmo comportamento quando utilizaram 40 ug/g de animal de
quercetina, demonstrando resultado semelhante a concentracdo de 400 pg/g de animal.

A quercetina encontra-se no grupo dos flavonoides que estdo presentes nas plantas em
diversas formas e com variadas fungdes. Além das funcBes de pigmentacdo, atrativos ou
repelentes de herbivoros, protecdo contra radiacdo UV (TAIZ & ZEIGER, 2017), estas
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substancias apresentam efeitos alelopaticos como demonstrado no trabalho de Fiorenza et al.
(2016) e sendo detectado uma concentracdo majoritaria de quercetina nos extratos aquoso e
metanolico de E. plana.

Para a atividade de grooming de antena ndo foi verificado diferencas estatisticas nas
diferentes doses do EHCA quando comparado ao tratamento controle (Figura 11). Este
comportamento de atividade de grooming de perna evidéncia uma possivel modulacéo de vias
octopaminérgicas (LIBERSAT, 1999)

As aminas biogénicas, octopamina e dopamina, modulam a atividade de limpeza em
insetos, essa atividade também esta relacionada ao comportamento de corte, sinalizagdo social
e excitagdo (LIBERSAT & PLUEGER, 2004). A octopamina também esta relacionada a
neurohormonios, neuromoduladores e  neurotransmissores  (PAPAEFTHIMIOU
&THEOPHILIDIS, 2011). Adicionalmente, a octopamina desempenha papel na reacdo luta e
fuga; sendo assim, relacionada a excitacdo em insetos com aumento do seu nivel durante
estresse (LIBERSAT & PLUEGER, 2004).

Neste estudo foi utilizado octopamina e fentolamina um blogueador seletivo para
receptores octopamonergicos (BORGES, 2018). No trabalho desenvolvido por Borges (2018),
extratos de Manilkara rufula, espécie da Caatinga, (controle, 25, 50 e 100 pg/g de animal)
também demonstraram efeito significativo na atividade de grooming de perna, principalmente
nas maiores doses, enquanto que o grooming de antena ndo foi afetado pela presenca dos
extratos desta espécie; evidenciando um efeito modulatorio de extratos de M. rufula em vias
octapaminérgicas.

Quando octopamina (1ug/g de animal) foi testada nas baratas (n=30) foi verificado
aumento da atividade de grooming de perna, com valor médio de 210+10/30 min, quando
comparado ao tratamento controle; da mesma forma foi administrado octopamina (1pg/g de
animal) 15 min antes da aplicacdo do EHCA (5ug/g de animal). Foi verificado que o EHCA
reforcou o efeito obtido por octopamina no grooming de perna, resultando em um tempo
médio de 300+£10/30 min; embora esse resultado ainda tenha apresentado atividade de

grooming menor quando comparado ao tratamento com EHCA 5ug/g de animal (Figura 12).
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Figura 12: Atividade de grooming em Nauphoeta cinerea Olivier com ag&o de octopamina e

fentolamina junto ao extrato de EHCA. Fonte: A autora.

A presenca de octopamina na atividade de grooming de antena ndo foi diferente
significativamente ao controle; entretanto, quando este farmaco foi aplicado associado ao
EHCA, foi observada uma diferenca estatistica (Figura 12).

Teste semelhante foi realizado com o inibidor do receptor para octopamina, a
fentolamina. A aplicacdo deste farmaco na concentracdo de 0,01 pg/g de animal nas baratas
(n=30), induziu diminuicdo na atividade de grooming de perna, com valores médios de
80£1/30min. A administracdo de fentolamina, na mesma concentracdo ja mencionada, 15
minutos apds a aplicacdo do EHCA resultou em atividade de grooming de perna de
120+5/30min. Possivelmente, a presenca do EHCA reverteu o potencial inibitério da
fentolamina demonstrando um efeito tipo agonista octopaminérgico. (Figura 12).

Adicionalmente, os tratamento utilizando fentolamina de forma isolada ou associada
ao EHCA demonstraram um aumento na atividade de grooming antena quando comparado ao
controle (Figura 12).

Libersat (1999) enfatiza que em alguns trabalhos, o neurotransmissor dopamina esta
relacionado ao grooming de antena e octopamina ao grooming de perna. Por sua vez, é
confirmado que o grooming é um comportamento que traduz atividade do sistema nervoso

central (HEBERLE, 2015) e o presente estudo demonstra que o efeito induzido pelo EHCA
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desencadeia atividade sobre o grooming de perna apresentando acdo contréria quando tratado
com fentolamina, reforcando assim a octopamina como neurotransmissor modulador dessa
atividade e mencionado em trabalhos de Carrazoni et al. (2016).

Trabalhos de Weisel-Eichler et al. (1999), Libersat e Pflueger (2004), Carrazoni et al.
(2017) e Borges (2018) testando diferentes concentragdes de extratos vegetais (metandlicos
e/ou aquosos), octopamina e fentolamina na atividade de grooming também encontraram
comportamento semelhante ao presente estudo, com efeito da fentolamina induzindo
diminuicdo da atividade de grooming de perna e, quando aplicado octopamina sozinha ou
combinada com os extratos, foi observado aumento da atividade de grooming de perna; assim,
verificando a atuacdo da fentolamina como sendo um bloqueador do receptor

octopaminérgico.

4.2 Extrato hidroalcoodlico na atividade no coragao semi-isolado
Em ensaios do coracdo semi-isolado de N. cinerea obteve-se uma resposta tempo-

dependente induzida pelas diferentes doses do EHCA (Figura 13).
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Figura 13: Resposta cronotrépica de diferentes tratamentos do extrato aquoso de capim-
annoni-2 (Eragrostis plana Nees), sobre a freqliéncia cardiaca de baratas Nauphoeta cinerea

Olivier. Fonte: A autora.

Em preparacGes controle, a resposta cronotrépica foi de 1005 batimentos/min. As
concentragdes de 5,0; 12,5; 25; 50 pg/g de animal, causaram uma diminui¢do na frequéncia

cardiaca das baratas (n=10) cerca de 90£10 batimentos/min, significativamente diferente ao
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controle, porém nédo diferentes entre si. Adicionalmente, depois da lavagem do coragdo com
salina, ndo houve recobro da frequéncia cardiaca nas diferentes concentragcbes de EHCA,
sendo assim, as concentracbes de EHCA com 5; 12,5; 25 e 50 pg/g de animal, ndo
ocasionaram efeito significativo sobre a frequéncia cardiaca das baratas desta espécie, ndo
sendo demonstrado na figura 13. Entretanto, como observado para a atividade de grooming
(Figura 12), nas mais baixas concentracdes de EHCA, especialmente para a concentracao de
5,0 ng/g de animal foi observado maiores efeitos na frequéncia cardiaca.

Quando administrados os farmacos octopamina e a fentolamina foi observado reducgéo
na frequéncia cardiaca em relagdo ao controle, mantendo-se ambas em 95+5 batimentos/min e

nao houve recobro da frequéncia cardiaca ap0os a lavagem (Figura 14).
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Figura 14: Resposta cronotropica do coracdo semi-isolado em diferentes tratamentos (solucéo

salina, 5,0 pug/g do EACA, do farmaco octopamina e inibidor fentolamina). Fonte: A autora.

Em insetos o coragdo representa um dos principais locais de acdo octopaminérgicas.
Papaefthimiou e Theophilidis (2011) demonstraram em seus estudos que a concentracdo de
octopamina influéncia a frequéncia cardiaca em insetos, podendo acelerar os batimentos
cardiacos quando em altas concentra¢es ou diminuir em baixas concentracdes. No presente
estudo foram testados octopamina e fentolamina (bloqueador seletivo de receptores
octopaminérgicos), de forma a se testar qual receptor esta envolvido no ritmo cardiaco de N.
cinérea e foi verificado que o efeito na frequéncia cardiaca induzido pelo EHCA é modulado
pelas vias octopaminérgicas, devido a similaridade do EHCA com o agonista (Figura 14).

Além disso, foi demonstrado que 0s niveis de octopamina aumentam durante o estresse,
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elevando a contracdo cardiaca em insetos (PAPAEFTHIMIOU & THEOPHILIDIS, 2011),
sendo verificado este comportamento no tratamento com EHCA, mas ndo sendo observado
em relacdo ao tratamento controle (Figura 14). Estes resultados estdo de acordo com Borges
(2018) que também encontrou resultados semelhantes; entretanto, depois da lavagem do
coracdo com salina, houve recobro da frequéncia cardiaca nas diferentes concentragcdes dos
extratos e/ou com octopamina e fentolamina.

Machado et al. (2010) com o intuito de investigar os efeitos toxicos do extrato
etandlico de Prasiola crispa, uma alga da Antéartica, por meio da determinacdo dos efeitos
sobre a frequéncia cardiaca de baratas Nauphoeta cinerea e identificar possiveis mecanismos
de acdo do extrato vegetal observaram uma diminuicdo significativa na freqiiéncia cardiaca
dos animais ap0s a administracdo do extrato etanolico de Prasiola crispa (200 pg/g de
animal) quando comparado ao tratamento controle salina com indicagdo de potencial
bioinseticida do extrato de P. crispa. Ainda, Duarte et al. (2015) testaram a influéncia de
diferentes compostos (dexametasona, octopamina e atropina) sobre a modulacao da frequéncia
cardiaca de Nauphoeta cinerea usando-se a preparacao in vivo coracdo semi-isolado durante
30 minutos e verificaram que octopamina (5 pM) nédo afetou a frequéncia cardiaca dessa

espécie.

4.3 Extrato hidroalcolico de capim-annoni-2 sobre a taxa de mortalidade de Nauphoeta
cinerea Olivier

Depois de 72 horas de administracdo das diferentes concentragdes de EHCA e
tratamento controle, a concentracdo de 400 pg/g de animal apresentou 80 % da mortalidade

dos individuos, sendo a maior taxa de mortalidade entre as doses testadas (Figura 15).
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Figura 15: Taxa de sobrevivencia de baratas da espécie Nauphoeta cinerea em diferentes

tratamentos do EHCA. Fonte: A autora.

Neste estudo, foi demonstrada a atividade inseticida do EHCA com efeito letal na
concentracdo de 400 pg/g de animal, resultando de taxa 80% de mortalidade ap0s 72 horas da
administracdo desta concentracdo de EHCA. Segundo Silva (2010), foi estimado a DL50 de
extrato aquoso de améndoas de nim em Anasthrepha fraterculus e Ceratitis capitata também
nesta concentracdo (400 pg/g de animal) sendo observado que foi necessario pouco volume de
extrato para causar mortalidade em ambas as espécies. Altas concentracfes de extrato para
causar maior porcentagem de mortalidade o inviabiliza, uma vez que o extrato pode estar
associado a efeito fagodeterrente e ndo tdéxico. Também Herzing e Hodgson (2008) testando
diferentes concentracdes (1, 5, 10, 15 e 25 pg/g de animal) de veneno da aranha australiana
(Selenotholus foelschei) em grilos (Acheta domesticus) por um periodo de 72 horas,
observaram efeito de mortalidade em 60 % na dose de 10 pg/g de animal e, nos demais
tratamentos, foram observados paralisia muscular e/ou letargia.

Adicionalmente, Carrazoni et al. (2017) em seu trabalho com esta espécie de barata,
também relataram que diferentes doses (200, 400, 800 e 1600 pg/g de animal) do extrato
metanolico de pinheiro-do-parana e de quercetina (40, 80, 160 e 320 ug/g de animal)

principalmente em suas maiores doses, foram letais para N. cinérea apds 72 h, isto confirma a
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presenca de quercetina nos extratos metanolicos e, possivelmente, pela presenca desse
flavonoide em EHCA, ocorre a modulagdo do extrato com potencial atividade inseticida.

A composigdo fitoquimica de capim-annoni-2 mostra a presenca de uma série de
compostos dos grupos dos compostos fendlicos, flavondides e taninos (FIORENZA et al.,
2016), sendo relatado a atividade inseticida destes metabdlitos secundario e, em capim-
annoni-2 j& foi verificado o efeito alelopatico com vérias espécies cultivadas (olericolas e
agricolas).

Os flavondides sdo considerados potentes moléculas que interferem em varios sistemas
biolégicos e, dentre eles, a quercetina com potente acdo inibitéria sobre atividades
enzimaticas em vertebrados (mamiferos) e invertebrados e, especialmente, em insetos
(PONTUAL et al.,, 2012). Assim, a presenca deste metabolito secundario em E. plana,
possivelmente, com o comportamento demonstrado nos experimentos apresentados, indica
possivel potencial biotecnologico atuando em mecanismos de neurotoxicidade e
cardiotoxicidade junto com octopamina e, ird colaborar com futuros trabalhos com esta

espécie invasora além de outros grupos de invertebrados e vertebrados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou a potencial atividade inseticida induzida pelo extrato
aquoso de capim-annoni-2 usando como modelo experimental baratas da espécie Nauphoeta
cinerea.

O presente trabalho contribui para novas informagdes de capim-annoni-2 como um
provavel inseticida natural devido seus efeito entomotoxicos.

A alteracdo no comportamento dos insetos € alterada por vias octopaminérgicas no

sistema nervoso dos insetos.
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