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RESUMO 

Organismos adaptados a ambientes extremos como a Antártica tendem a apresentar uma 

constituição única em termos de metabólitos secundários. Desta forma, estudos que visem à 

elucidação de efeitos biológicos de organismos vegetais oriundos destas regiões são 

relevantes do ponto de vista biotecnológico. Este trabalho investigou o mecanismo envolvido 

na atividade inseticida do extrato bruto da Prasiola crispa uma alga oriunda de áreas de 

degelo da Antártica, em modelos neurofisiológicos de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. 

Também foi investigado o mecanismo de ação dos compostos bioativos oriundos do material 

vegetal, relacionado a essa atividade.  A alga foi coletada, próxima à região da estação 

Polonesa Arctowski, na Baia do Almirantado. O mecanismo de toxicidade do extrato 

hexânico da alga Prasiola crispa foi demonstrado inicialmente através de avaliações 

toxicológicas em ensaios de letalidade para a determinação da DL50. Foram realizados ensaios 

bioquímicos para determinação da atividade da enzima AChE sobre o homogeinizado de 

cérebro de baratas. Também foram usados modelos biológicos in situ e in vivo com o intuito 

de se verificar a atividade do extrato sobre diferentes sistemas fisiológicos desses animais 

como o sistema cardiovascular, sistema nervoso periférico e o sistema nervoso central. Nesse 

sentido, usando à técnica do coração semi-isolado de baratas in situ, a de músculo coxal 

abdutor-metatoráxico in vivo e a técnica para a medida da atividade de grooming in vivo. O 

extrato hexânico de Prasiola crispa (HPC) foi preparado de acordo com a técnica fitoquímica 

convencional. A análise fitoquímica preliminar foi feita usando-se a cromatografia de camada 

delgada (CCD). Assim, os ensaios para a determinação da dose letal mínima (DL50) nas 

concentrações 100, 200, 400 e 800µg/g de animal, demonstraram que a dose de 400μg/g 

ocasionou a morte de 50% dos animais, sendo esta considerada a DL50 para Nauphoeta 

cinerea, 24h após a administração do composto (n=10 em triplicata *p≤0,05). Os ensaios para 

a medida da atividade da AChE, demonstraram que o HPC 100, 200, 400 e 800µg/g de 

animal,  não inibe significativamente essa enzima (p≥0.05, n=5 em triplicata). A avaliação dos 

efeitos do extrato 100, 200, 400 e 800µg/g de animal, sobre a frequência cardíaca da barata, 

demonstrou uma atividade cardiotóxica que foi tempo-dependente. Quando a dose do HPC 

100µg/g foi ensaiada houve um efeito cronotrópico positivo não significativo. Os ensaios com 

as doses sucessivas induziram um efeito cronotrópico negativo, que foi máximo para a dose 

de (800μg/g) o efeito foi de 35±3bat./min (n=6, *p≤0,05). A obtenção dos registros da força 

de contração muscular em animais tratados com o HPC 100, 200, 400 e 800µg/g de animal, 

resultou em um bloqueio neuromuscular progressivo dose e tempo-dependente. Em todos os 

registros ficou evidente o aparecimento de contrações espontâneas após 15-30min do 

tratamento com HPC. Nessa série de ensaios a dose de 800µg/g do HPC induziu o maior nível 

de inibição da força de contração muscular, que foi de 100% em 120min de registros (n=6, 

*p≤0,05). O pré-tratamento dos animais com cloral hidratado 10µg/g de animal, um 

bloqueador do receptor de N-metil-d-aspartato (NMDA), aumentou o tempo para o bloqueio 

das contrações musculares em 50%, e inibiu o aparecimento de contrações espontâneas. O 

pré-tratamento com a bicuculina 2,5µg/g de animal, um bloqueador dos receptores GABA, 

inibiu parcialmente o efeito bloqueador neuromuscular induzido pelo HPC 800µg/g (n=6, 

*p≤0,05). A análise do comportamento de grooming, que é caracterizado pela limpeza das 

pernas e antenas pelo animal, demonstrou também um efeito tempo-dependente. Nesses 

ensaios os valores para o grooming com solução salina foram de 153±8s/30min para pernas 

75±5s/30min para antenas. Quando o DMSO 10% foi ensaiado não houve alteração das 

respostas, em relação ao controle salina, para o grooming de antenas e uma leve diminuição 

não significativa do grooming de pernas. A administração do HPC nas concentrações de 100, 

200, 400 e 800μg/g de animal, induziu um aumento significativo na taxa de grooming de 

antenas e pernas para a menor dose que foi de 390±5s/30min para as antenas e 395±5s/30min 
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para as pernas, respectivamente (*p≤0.05). Quando as maiores doses foram ensaiadas houve 

uma diminuição nas respostas de grooming que foi máxima para o de antenas e pernas, 

culminando com a extinção da atividade com a dose de 800μg/g (n=30, *p≤0.05). Na 

determinação dos compostos químicos do HPC feita por ensaios de Ressonância Magnética 

Nuclear foram identificados três cristais com alto grau de pureza caracterizado como 

fitoesteróis: β-sitosterol (24α-etil-colest-5-enol) (m/z 414,71), Campesterol (24α-metil-colest-

5-enol) (m/z 400.68) e Stigmasterol (24α-etil-colest- 5,22-dienol) (m/z 412,69). Dos três 

compostos identificados, o  β-sitosterol foi o mais ativo em induzir neurotoxicidade sobre o 

sistema nervoso periférico. Em conjunto os resultados apresentados nesse trabalho, 

demonstram que o extrato hexânico de Prasiola crispa induz atividade entomotóxica em 

modelo de Nauphoeta cinerea. Esse efeito tóxico seria prevalente sobre o sistema nervoso 

periférico. A indução de alterações sobre a taxa de grooming demonstra que os compostos 

bioativos presentes no extrato atingem o sistema nervoso central do inseto produzindo 

alterações complexas nessa área. O efeito cardiotóxico contribui para o desenvolvimento do 

efeito letal induzido pelo extrato em baratas. A determinação de compostos fitosteróis 

reforçam que esses compostos devam estar associados aos efeitos tóxicos observados no 

extrato. Ensaios fitoquímicos futuros para a determinação de novos compostos presentes no 

extrato poderão contrubuir para a elucidação da atividade entomotóxica.    

 

Palavras-chave: Alga, Nauphoeta cinerea, atividade entomotóxica, neurotoxidade, sistema 

nervoso. 
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ABSTRAT 

Organisms adapted to extreme environments such as Antarctica, tend to present a unique 

constitution in terms of secondary metabolites. Thus, studies aiming the elucidation of 

biological activity of vegetal organisms from these regions are relevant in terms of 

biotechnology. The aim of this work was to investigate the mechanism underlying the 

entomotoxic activity of Prasiola crispa seaweed from Antarctica mealting iced areas whole 

extract in neurophysiological models of Nauphoeta cinerea cockroaches. The mechanisms of 

the vegetal extract isolated bioactive compounds that was related to the entomotoxic activity 

were also studied. The seaweed was collected next to the Polish station Arctowski, at 

Almirantado bay. The toxic mechanism of the hexanic extract of Prasiola crispa, was initially 

demonstrated through toxicological assessments of lethality assays of LD50. Biochemical 

assays were also performed to determine the acetylcholinesterase (AChE) enzime activity on 

the cockroaches’ brain homogenate. It was also used in vivo and in situ biological models of 

cockroaches, in order to assess the extract’s activity on the different insect physiological 

systems, such as the cardiovascular system, the peripheral nervous system and the central 

nervous system. To accomplish this, we have used the cockroach in situ semi-isolated heart 

technique, the the coxal methatoraxic-abdutor nerve-muscle preparation in vivo and the 

measurement of grooming activity in vivo. The hexanic extract of Prasiola crispa (HPC) was 

prepared according to the conventional phytochemical technique. The phytochemical 

preliminar analysis was performed through thin layer chromatography (TLC). Thus, the 

assays to determine the minimum lethal dose (LD50) at 100, 200, 400 and 800 µg/g of animal 

weight, demonstrated that the dose of 400 µg/g induced 50% lethality, that was considered the 

LD50 for Nauphoeta cinerea, 24h after the adminstration of the compound (n= 10 in triplicate 

*p≤0,05). The assays for AChE activity showed that the HPC 100, 200, 400 and 800µg/g of 

animal weight, does not inhibit significantly this enzyme (p≥0.05, n=5 in triplicate). The 

biological activity of HPC 100, 200, 400 e 800 µg/g of animal weight on cockroach heart rate, 

showed a time-dependent cardiotoxic activity. When the HPC 100 µg/g was assayed, a non-

significative positive chronotropic effect was observed. With the higher doses there were a 

progressive negative chronotropic effect that was maximum at 800 µg/g 35±3 beat./min; 

(n=6,*p≤0,05). The recordings of cockroach neuromuscular twich-tension with HPC 100, 

200, 400 e 800 µg/g animal, showed a progressive dose and time-dependent neuromuscular 

blockade. Spontaneous twiches were detected 15-30min after HPC treatment in all 

experiments. In this assayes, HPC 800 µg/g induced the highest level of neuromuscular 

blockade 100% within 120min recordings (n=6, *p≤ 0,05). On these preparations the previous 

treatment with chloral hydrate 10µg/g animal, an N-methyl-d-aspartate blocker, increased the 

time for 50% neuromuscular blockade, and also inhibited the appearance of spontaneus 

twiches. The pretreatment with bicuculine 2.5 µg/g of animal weight a GABA receptor 

blocker, partially inhibited the neuromuscular blockade activity induced by HPC 800µg/g 

(n=6, p≤0,05). The animal grooming behavior analysis which is the leg and antennae cleaning 

behavior, also showed a time-dependent effect. In these assays the values for grooming in 

saline-treated animals was 153±8s/30min for the legs 75±5s/30min for the antennas, 

respectively. When DMSO 10% was assayed, no changes in the responses was observed in 
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the antenna grooming, and a slight but not significant decrease in the leg grooming was 

detected. HPC 100, 200, 400 and 800 µg/g of animal weight treatment induced a significant 

increase in the legs and antennas grooming, of 390 ±5s/30min for antenas and 395 ±5s/30min 

for legs, on the smallest tested dose (*p≤0,05). When higher HPC doses were assayed, there 

was a progressive decrease on grooming responses, that was maximum for antennas and legs 

and resulted in the extinction of grooming activity at 800μg/g dose (n=30, *p≤0.05). The 

determination of HPC chemical compounds by Nuclear Magnetic Rensonance (RMN), 

showed three crystals with high purity that were characterized as phytosterols:  β-sitosterol 

(24α-etil-colest-5-enol) (m/z 414,71), campesterol (24α-metil-colest-5-enol) (m/z 400.68) e 

stigmasterol (24α-etil-colest- 5,22-dienol) (m/z 412,69). β-sitosterol was the most active 

compound in inducing neurotoxicity at the peripheral nervous system. Together, the results 

presented at this work demonstrated that Prasiola crispa hexanic extract induces entomotoxic 

activity at Nauphoeta cinerea model. This toxic effect would be prevalente on the peripheral 

nervous system. The changes induced on insect grooming activity demonstrate that the extract 

bioactive compounds are able to reach the insect central nervous system, inducing complex 

behavioral changes. The cardiotoxic activity was significant, and may contribute to the 

development of entomotoxic activity. The presence of phytosterols compounds in the extract 

composition may be related to the algae toxic activity. Future phytochemical assays for the 

determination of novel compounds in the extract may help in the elucidation of the extract 

entomotoxic activity. 

Key words: Alga, Nauphoeta cinerea, entomotoxic activity, neurotoxicity, nervous system. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Continente Antártico 

A Antártica (Fig. 01) compreende todas as terras localizadas abaixo do paralelo 60°. A 

Ilha Rei George (61o 50´S, 62o 15´W) está localizada no Arquipélago Shetlands do Sul 

(Antártica Marítima). No interior da ilha localiza-se a Baía do Almirantado, uma região 

abrigada com microclima muito distinto do encontrado em outras partes da ilha, 

especialmente com relação aos ventos (PEREIRA e PUTZKE, 1994). 

A constituição litorânea é formada, principalmente, por rochas e sedimento vulcânico, 

é caracterizado por altas radiações, salinidade, baixa precipitação e temperaturas 

extremamente baixas. O clima da região sofre influência das correntes oceânicas e ventos 

provenientes do oeste. O verão é curto e frio, com temperatura máxima em torno de zero grau 

centígrados, ocorrendo, durante este período, incessantes chuvas e precipitação acentuada de 

neve. A luminosidade é limitada principalmente pela nebulosidade. Por essas condições 

climáticas extremas, a Antártica é uma das regiões geográficas mais sensíveis às mudanças 

climáticas, principalmente às causadas pelo aumento da concentração de gases do efeito 

estufa os quais têm contribuído para a fragmentação de grandes porções de gelo, e para o 

aumento gradativo da área de regiões de degelo (FERRON, et al., 2001). 

No verão a Baía do Almirantado é habitada por inúmeras espécies de animais, como 

focas, pinguins e outras aves marinhas. Os ecossistemas das áreas livres de gelo são mantidos 

pela grande aporte de nutrientes dos efeitos dos animais marinhos, fornecendo condições 

favoráveis para a diversidade vegetal nas zonas marginais das pinguineiras (TATUR et al., 

1997).  Juntamente com a estabilidade do terreno, a radiação solar tem grande importância 

para o estabelecimento das comunidades vegetais nas áreas livres de gelo, com estreita 

relação com diversos fatores ambientais, constitui um indicador eficiente das condições locais 
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em termos pedológico, geomorfológico e hidrológico (SANTANA, 2006; FRANCELINO et 

al., 2007).   

Apesar de a Antártida ter sido descoberta em 1599, de acordo com PUTZKE e 

PEREIRA (2001), os primeiros estudos botânicos foram realizados durante uma expedição 

científica conduzida por J. Torrey em 1823, ele é considerado o primeiro botânico que coletou 

e descreveu uma espécie da Antártida o líquen Usnea fasciata Torrey. Entre 1829-1830 J. 

Eights foi o primeiro a coletar briófitas, algas marinhas e gramíneas na Antártica Marítima. 

Em 1843, J. D. Hooker realizou coletas na recém-descoberta Ilha Cockburn próximo à 

Península Trinity, enquanto participava da Expedição Antártica de Ross, tendo sido 

publicados os resultados em HOOKER e WILSON (1844). 

Foi o último continente a ser descoberto pelo homem e, por isso, o conhecimento dos 

recursos naturais e biológicos está ainda em fase inicial de exploração. Ao mesmo tempo 

representa a possibilidade de que erros cometidos durante a exploração de outros continentes 

sejam evitados, permitindo que o ambiente natural seja preservado com o mínimo de 

perturbações. Por esta razão, nos termos do Tratado Antártico, a Antártica é definida como o 

“continente para ciência” (ATCPS, 1996). Em consideração a intensa atividade humana, foi 

criada nesta região a “Área Antártica Especialmente Gerenciada” (Antarctic Special Managed 

Area-ASMA) da Baía do Almirantado objetivando minimizar o impacto sobre a biota da 

região (SIMÕES et al., 2001). 

Pelo fato da Antártica ser a região mais preservada do planeta, é uma das mais 

vulneráveis às mudanças ambientais globais. Por esta razão, as alterações no meio ambiente 

Antártico, provocada pelo homem ou naturalmente, tem o potencial de provocar impactos 

biológicos, ambientais e socioeconômicos, que podem afetar o sistema terrestre como um 

todo. Porque é uma parte essencial do sistema ambiental global, a região da Antártida não só 
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envia sinais climáticos que afetam o clima global, mas também absorve sinais climáticos 

globais. 

 

Figura 01 - Mapa do continente Antártico. 

Fonte: (http://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%A1rtida#mediaviewer/File: Antarctica.svg). Acesso em 03 de 

dezembro de 2014. 

 

 

1.1.1. Comunidades vegetais de áreas de degelo da Antártica 

Segundo OCHYRA (1998), a Antártica é a única região do mundo que possui biota 

terrestre compreendendo quase que unicamente de organismos de nível organizacional menos 

complexo. Sendo que a distribuição das comunidades vegetais, conforme PUTZKE e 

PEREIRA, (1995), dependem principalmente da luz, uma vez que se tem um período de verão 

com aproximadamente 20 horas luz por dia e um período de inverno com apenas 2 horas de 

luz dia. Segundo ALLISON e LEWIS-SMITH (1973); LONGTON (1982), a duração da 

cobertura de neve, temperatura, a curta espessura do solo, baixa precipitação, brisa marinha e 

colônias de aves, são condições que associadas a fatores locais, tais como a estabilidade da 

superfície, tipo de rocha e erosão eólica, são críticos para sua ocorrência, estabelecendo nítida 

definição nos limites de sobrevivência, fazendo com que certas espécies sejam altamente 
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especializadas e os seus nichos, às vezes, tão restritos que podem ser bons indicadores das 

mudanças ambientais. 

No continente Antártico as comunidades vegetais desenvolvem-se no verão, após a 

neve do inverno anterior desaparecer (PUTZKE e PEREIRA, 1995). Em termos quantitativos, 

as coberturas vegetais na península ocupam pouco mais de 3% da área total (entorno de 16 

hectares), concentrando-se principalmente próximo da linha costeira. As comunidades 

vegetais nas áreas de degelo da Antártica são constituídas predominantemente por briófitas; 

Sanionia uncinata (Hedw.) Schwaegr. Ocorrem mais de 50 espécies de musgos nesta baia, 

sendo o Polytrichum o gênero mais comum na área (OCHYRA, 1985). As cianobactérias 

ocorrem em superfícies cobertas por sedimentação fina e em pequenos depósitos de água de 

degelo. As algas macroscópicas ambas pertencentes ao filo Chlorophyta (alga verde), 

especialmente Prasiola crispa, crescem associadas às colônias ou ninhos de aves, 

representantes de Prasiola cladophylla são raramente encontradas e ocorrem principalmente 

em linhas de drenagem com água de degelo. Os líquens (fungos liquenizados) estão 

representados em praticamente todos os ambientes, constituindo-se no grupo com a maior 

biodiversidade da região, com mais de sessenta espécies identificadas até o momento. As 

plantas com flores Colobanthus quitensis e Deschampsia antarctica, pertencentes às famílias 

Gramineae-Poaceae e Caryophillaceae, respectivamente, ocorren somente nas áreas mais 

quentes do continente (LEWIS-SMITH, 1972) e crescem associadas a musgos ou líquens, 

sendo mais frequentes em áreas onde ocorrem colônias de aves. 

Estudos com comunidades vegetais na Antártica possuem uma história muito recente 

quando comparadas com os estudos em regiões tropicais e temperadas. Entretanto, existem 

áreas com excelentes descrições de sua vegetação, como por exemplo, as Ilhas Shetlands do 

Sul (LINDSAY, 1971; FURMANCZY e OCHYRA, 1982; HU, 1998), Ilhas Signy (LEWIS-

SMITH, 1972), Ilha Nelson (PUTZKE et al., 1995), Ilha Elephante (ALLISON e LEWIS-
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SMITH, 1973; PEREIRA e PUTZKE, 1994), entre outras. Em geral estes autores 

descreveram as unidades de vegetação em suas fisionomias, agregando os dados de estudos 

florísticos e, às vezes, ecológicos como em (PEREIRA e PUTZKE, 1994; HU, 1998).  

1.1.2. A alga Prasiola crispa 

A vegetação de macroalga de habitat terrestre na zona polar tem atraído um interesse 

considerável nas últimas décadas. Dada a sua tolerância às condições extremas típicas destas 

regiões, as macroalgas polares são um assunto ideal para estudar adaptações a condições 

extremas polares. As algas verdes do gênero Prasiola estão entre os mais comuns em regiões 

polares e de frio temperado. Os membros deste género são encontrados em uma ampla gama 

de habitats, incluindo solo úmido, rochas naturais, fluxo de funcionamento rápido, água de 

derretimento do gelo e rochas em costas marítimas. Prasiola crispa é relatada como a espécie 

mais comun de Prasiola nas regiões polares, onde é normalmente associada à habitats ricos 

em nitrogênio orgânico (particularmente em locais de hospedagem de colônias de pingüins na 

Antártida). A Prasiola crispa (Fig. 02) é uma alga terrestre eucariótica verde encontrada em 

áreas de degelo do continente Antártico (KOVÁCIK e PEREIRA, 2001). Apesar de serem 

escassos os estudos envolvendo a análise das interações biológicas dessa alga, características 

interessantes como propriedades adesivas tem sido descritas por plantas do gênero Prasiola 

sp. (MOSTAERT et al., 2006), reforçando o conhecimento do seu papel no ecossistema 

Antártico bem como o seu potencial biotecnológico. Além disso, estudos realizados com 

outras três espécies Deschampsia antarctica Desv., Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. e 

Polytrichum juniperinum Hedw, demonstraram baixo poder de toxicidade em células de 

mamíferos e de invertebrados (PEREIRA et al., 2009). 
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Figura 02 - Prasiola  crispa  alga do continente Antártico.  Fonte: Prof. Frederico B. Vieira. 

 

 

 

1.2. Agrotóxico. 

 

No Brasil de acordo com a lei n.º 7.802, de 12 de julho de 1989 (BRASIL, 1989) e o 

decreto n.º 4.074 de 04 de janeiro de 2002 que regulamenta esta lei (BRASIL, 2002) 

agrotóxicos são os produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, 

destinados ao uso nos setores de produção, armazenamento e beneficiamento de produtos 

agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas nativas ou implantadas e de outros 

ecossistemas, também de ambientes urbanos, hídricos e industriais cuja finalidade seja alterar 

a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos 

considerados nocivos. 

Os inseticidas naturais foram utilizados mundialmente até a década de 40, quando os 

produtos sintéticos passaram a ganhar espaço a partir da II Guerra Mundial, devido à 

necessidade de aumento da produção de alimentos com baixo custo (VIEGAS JR, 2003). Por 

outro lado, se no início a ideia do uso de inseticidas químicos parecia interessante do ponto de 

vista econômico, a sua ampla toxicidade tornou-se um problema. Devido à baixa seletividade 
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desses compostos, insetos não pragas estão suscetíveis aos seus efeitos além de um aumento 

do acúmulo de xenobióticos em ecossistemas. Um procedimento racional é o controle 

seletivo, que deve ter como alvo uma particularidade fisiológica do inseto alvo, de preferência 

não encontrada em plantas e mamíferos hospedeiros. Os componentes bioquímicos ou vias 

bioquímicas que são únicos em insetos são considerados bons alvos para isso. 

A grande maioria dos inseticidas afeta de alguma forma um dos cinco sistemas 

biológicos em insetos. Sendo estes o sistema endócrino, produção de energia, sistema 

nervoso, a reciclagem de cutícula e o regulação hidrica (VALLES e KOEHLER, 2011). O 

sistema nervoso é sem dúvida o mais importante, podendo levar a alterações do 

comportamento, tais como padrões de alimentação (NICOLAUS e LEE, 1999), 

forrageamento (GUEZ et al., 2005), reprodução (DELPUECH et al., 2005), migração e 

termorregulação (GRUE et al., 1997), entre outros. Dessa forma, as moléculas alvos mais 

comuns dos inseticidas neurotóxicos são os canais de sódio, os receptores GABA, as enzimas 

colinesterases, os receptores nicotínicos de acetilcolina, os receptores de glutamato e os 

receptores de octopamina (RAYMOND-DELPECH et al., 2005). 

Os inseticidas são considerados extremamente relevantes no modelo de 

desenvolvimento da agricultura no País. Desde 2008 o Brasil é o país que mais consome 

inseticidas no mundo e só em 2010, utilizou mais de 800 milhões de litros em suas lavouras. 

Nesse sentido, o Brasil tem se destacado como o maior mercado de agrotóxicos no mundo, 

ultrapassando os Estados Unidos com um total aproximado de R$ 17 bilhões de reais 

comercializados, somente em 2011 (SINDAG, 2011). Em oito anos, a quantidade utilizada 

por área plantada no Brasil é mais do que o dobrou, passando de 70 kg por hectare em 1992 

para mais de 150 kg por hectare em 2010, segundo o relatório de Indicadores do 

Desenvolvimento Sustentável (BRASIL, 2012), do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2012). O Mato Grosso, estado que mais consome sozinho, utilizou 113 
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milhões de litros. Em outubro de 2013, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) lançou o resultado do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em 

Alimentos (Para). O levantamento mostrou que 36% das amostras de alimentos analisadas em 

2011 e 29% das realizadas em 2012 tiveram presença elevada de agrotóxico. Além disso, 30% 

apresentaram índices abaixo do permitido, mas que também pode ser nocivo à saúde. 

1.2.1. Atividade inseticida de compostos vegetais 

As propriedades inseticidas de um número de plantas têm sido investigadas há 

milhares de anos e algumas plantas podem substituir muitos meios sintéticos de controle 

biológico. A este respeito, é importante ressaltar que os agentes naturais são ambientalmente 

menos nocivos do que os pesticidas sintéticos. Além disso, eles podem atuar em muitos 

insetos de diferentes maneiras (SUJATHA, 2010). 

Inseticidas e repelentes comerciais com menor toxicidade em mamíferos e menos 

agressivo ao meio ambiente são desejáveis e novas pesquisas estão em busca de novos 

biopesticidas. Cerca de 2000 espécies de plantas representando mais de 170 famílias são 

referidas como tendo propriedades inseticidas (KAMARAJ et al., 2008). Tem sido relatado 

que compostos derivados de plantas podem representar toxicidade para uma vasta gama de 

insetos (RAVI et al., 2007). De acordo com MIYAZAWA et al., (1994), substâncias extraídas 

de plantas pode interferir diretamente com todas as etapas de desenvolvimento dos insetos. 

Flavonóides, saponinas, terpenos, alcalóides e esteróides são importantes quando se considera 

a atividade inseticida de extratos vegetais (BÉLO et al., 2009). Neste contexto, o 

conhecimento prévio sobre os efeitos de agentes químicos presentes na Prasiola crispa 

ajudaram a melhorar a avaliação dos impactos ambientais causados por inseticidas e 

repelentes (BERRY et al., 2008). 
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Do ponto de vista biológico, a coevolução entre as plantas e os insetos é reconhecida 

(RYAN E BYRN, 1988) e pode explicar a seleção de um amplo espectro de metabólitos 

secundários usados como defesa (BOWN et al., 2006). Atualmente, a maior motivação para 

se promover estudos para a determinação da atividade inseticida de compostos botânicos é o 

baixo impacto ao meio ambiente associado a um custo ecológico mínimo e certamente, a 

demanda crescente por produtos saudáveis e atóxicos para os humanos e animais. Até o 

momento, podem-se citar vários exemplos de sucesso na literatura, de compostos vegetais que 

efetivamente demonstram atividade inseticida. Por exemplo, ADLER et  al, (1987) utilizaram 

uma formulação a base de extratos de sementes de “nim”, verificando a sua atividade 

repelente, inseticida e inibidora do crescimento contra Blattella germânica e Periplaneta 

americana, duas espécies de baratas comuns em ambientes urbanos. EL-NAGGAR  et  al.; 

(1989), investigaram os efeitos de extratos de Citrullus colocynthis sobre diversos insetos 

praga incluindo as espécies de baratas  Blattella germânica e Periplaneta americana, 

verificando o seu potencial inseticida. GUARDIOLA et al.; (1990) estudaram os efeitos de 

compostos isolados de Schinus mole, identificando o “timol” como o composto com maior 

eficiência na atividade repelente e inseticida. Outras plantas como Citrus sinensis, Laurus 

nobilis, Lonicera tatarica, Sorbus aucuparia, Lantana camara, Pteridieum aquilinum, 

Cestrum aurantiacum, Fagus sylvatica, Dryopteris filixmas, Quercus petrea dentre outras, 

também já foram investigadas com essa finalidade e tiveram seus efeitos comprovados. 

GALLO et al., (1996); PRABHAKARAM e KAMBLE (1996), avaliaram a toxicidade 

da azadiractina para o controle de populações resistentes de B. germânica a inseticidas, 

comprovando a sua eficácia. Glicosinolatos foram isolados de Crambe abyssinica e 

demonstram a sua eficácia no controle de Musca domestica, Aedes aegypti, Tribolium 

castaneum, Oryzeaphylum surinamensis, Diabrotica virgifera e B. germânica (TSAO et al., 

1998). Se por um lado observa-se um grande número de trabalhos associados ao estudo da 
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atividade inseticida de compostos vegetais, por outro não se identifica nos mesmos resultados 

a elucidação do mecanismo de ação responsável pela atividade inseticida.  

Atualmente, vários estudos têm sido conduzidos na busca por novos compostos 

naturais para aplicação biotecnológica. Partes destas pesquisas buscam atuar na cura e 

prevenção de uma série de doenças assim como encontrar compostos com atividades 

citotóxicas.  (PEREIRA et al., 2009; SUDATTI et al., 2009; BASTIANETTO e QUIRION, 

2002;  ÁVILA et al., 2008; WAGNER et  al., 2006; WILLIAMS et al., 2004; PATEL et  al., 

2007). 

Do ponto de vista biotecnológico, a demonstração do efeito neurotóxico associado ao 

extrato de Prasiola crispa em baratas, colocará em evidência a sua aplicabilidade e dos seus 

compostos químicos isolados, como agentes inseticidas naturais. Esse aspecto vem ao 

encontro das demandas atuais globais por compostos de baixo impacto ecológico e poder 

residual. Também, devido às similaridades entre os componentes celulares e neuroquímicos 

dos insetos comparados aos outros animais vertebrados, permitirá vislumbrar o 

desenvolvimento futuro de moléculas protótipo para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas. 

A elucidação do mecanismo celular e bioquímico envolvido na atividade inseticida 

induzida por extratos vegetais, bem como a identificação química dos compostos inseticidas, 

vai ainda ao encontro da Portaria 318 de 27 de Dezembro de 2006 do Ministério da Defesa 

que estimula a investigação de assuntos relacionados ao Continente Antártico. Nesse aspecto, 

atende ainda a portaria 1.116 de 07 de julho de 2005, que institui a Política Nacional de 

Atenção ao Portador de Doença Neurológica, que estimula estudos como o que tem sido 

proposto, para a investigação de compostos com notória atividade sobre o sistema nervoso 
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com potencial para o desenvolvimento de moléculas para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas. 

Inseticidas químicos utilizados para o controle de insetos são especialmente perigosos 

em áreas urbanas uma vez que estes produtos podem afetar o homem e outros animais, poluir 

o ar, água e até mesmo entrar na cadeia alimentar. Então, juntamente com o aparecimento de 

insetos resistentes e outros efeitos colaterais negativos, a busca de formas alternativas de 

controle tornou-se importante (MENDONÇA et al., 2011). 

1.2.2. Interações químicas com macroalgas  

Organismos adaptados a ambientes extremos como a Antártica tendem a apresentar 

uma constituição única em termos de metabólitos secundários. Neste contexto, plantas 

oriundas desses ambientes, são fontes exclusivas de compostos com potencial biotecnológico 

(BRAVO et  al., 2001). 

Plantas evoluíram e se adaptaram a diferentes condições ambientais e seus metabólitos 

secundários parecem desempenhar papel essencial nesse processo (MATTOS, 1988) (Tabela 

1). Os organismos que vivem em regiões polares são expostos às condições ambientais mais 

extremas do planeta, este fato levou ao desenvolvimento de estratégias naturais que os 

permitem sobreviver nas condições mais adversas da terra (PEREIRA et al., 2009). Dentre 

estas estratégias de adaptação estão à produção de fotoprotetores, como micosporinas, 

aminoácidos, citoneminas secretada por cianobactérias e flavonóides secretados pelas plantas 

(PEREIRA et al., 2009; MOSTAERT et al., 2006). Este fato demonstra a relevância de um 

estudo mais profundo sobre os efeitos biológicos desta alga, que pode apresentar em sua 

constituição uma combinação de compostos químicos que, normalmente, não são encontrados 

em nenhum outro organismo. 



29 

 

O papel dos metabólicos secundários ou produtos naturais é abordado em diversas 

revisões (HAY, 1996; PEREIRA, 1993; PAUL e PUGLISI, 2004) em capítulos de livros 

(HAY, 1991; HAY e STEINBERG, 1992; PEREIRA, 2004) ou mesmo em livros inteiros 

dedicados a este tema (PAUL e VAN ALSTYNE, 1992; MC CLINTOK e BAKER, 2001). 

Apesar da atuação de metabólicos de macroalgas ser frequentemente associada à defesa 

química frente a consumidores, são escassos os estudos objetivando a análise da composição 

química e do mecanismo de ação relacionado à atividade repelente/inseticida. Por exemplo, 

em espécies de macroalgas verdes (Chlorophyta), metabólicos como sesquiterpenos e 

diterpenos estão fortemente representados, principalmente em espécies tropicais. Nesses 

metabólicos, possivelmente o enol-acetato e o aldeído são os grupos funcionais bioativos mais 

comuns (PAUL e FENICAL, 1987; HAY e FENICAL, 1988). Tais metabolitos têm ação 

tóxica ou defensiva contra fungos, bactérias, ouriços-do-mar (larvas, ovos fertilizados e 

esperma), peixes herbívoros e juvenis do gastrópode Strombus costatus (PAUL, 1997; PAUL 

e FENICAL, 1986, 1987). Os gêneros Caulerpa (PAUL e FENICAL, 1987) e Halimeda 

(PAUL e VAN ALSTYNE, 1992) são os mais estudados até o momento, destacando-se 

quanto à produção de metabólicos que atuam como defesas químicas contra diversos 

herbívoros. O halimedatrial, um sesquiterpeno comumente encontrado em espécies de 

Halimeda, constitui uma defesa química efetiva contra herbívoros e se sobressai aos demais 

devido a sua alta concentração que pode representar 5% do peso seco de macroalgas deste 

gênero (PAUL e VAN ALSTYNE, 1992).  
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TABELA 1.   Plantas com propriedades inseticidas, principios ativos e classes químicas. 

 

PLANTAS  

 

PRINCÍPIOS              

ATIVOS 

CLASSE 

QUÍMICA                    AUTORES  

        

Nicotiana tabacum  Nicotina Normonicotina  

Alcalóides  

nicotínicos  (WIESBROOK, 2004) 

        

Chrysanthemun  

cinerariefolium  Piretrina I - II Piretróides  

(VIJVERBERG e BERKEN, 

1990) 

        

Derris spp. Rotenona Rotenóides  (LIMA, 1987) 

        

Quassia amara Quassina  Quassinóides  

(RODRÍGUEZ e 

VENDRAMIM, 1995) 

        

Stemona japonica Estemofolina  Alcalóides  (ISLAM et al., 2010) 

        

Azadirachta indica Azadirachtina  Limonóides  (ROEL et al., 2000) 

        

Cymbopogon nardus  Citronelal Terpenóides  (SHASANY et al., 2000) 

 

1.2.3. Fitoesteróides em extratos vegetais 

Os fitoesteróides tem uma ocorrência abundante em vegetais inclusive nas espécies 

marinhas (CLIFTON, 2002), compreendendo uma grande classe de compostos encontrados 

em diversas partes das plantas sendo, no reino vegetal, o equivalente ao colesterol entre os 

mamíferos. A semelhança destes não se deve somente aos seus apectos estruturais, mas 

também ao fato destes compostos químicos exercerm nas plantas funções básicas similares às 

desempenhadas pelo colesterol em células animais.  Podendo ser encontrados em alimentos 

ricos em lipídios como nozes, amendoin, frutas e grãos (BRUFAUL et al., 2008). O óleo de 

soja contém 327mg de fitoesteróis em 100 gramas de óleo. Os fitoesteróides correspondem a 

30-60% da matéria insaponificável desse óleo, sendo o β-sitosterol, o composto presente em 

maior abundância representando 50-80% do conteúdo do óleo (ITO, 2007).   
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HICKS (2002) cita que, atualmente, há mais de 200 tipos de esteróides identificados. 

Por serem comumente encontrados nas frações menos polares de extratos vegetais, nos 

últimos anos, dos artigos publicados na revista Química Nova que abordavam constituintes 

químicos em plantas, 59,5% relatou a presença de esteróides em seus extratos dos quais 

40,5% identificaram o β-sitosterol e 26,6% identificaram uma mistura binária comum de β-

sitosterol e stigmasterol, enquanto que 22,8% também relataram a presença de esteróides na 

forma glicosilada. Os fitoesteróis mais encontrados em compostos vegetais são: β-sitosterol, 

stigmasterol, campesterol e brassicasterol (Fig. 03) (LAW, 2000). Apesar de serem comuns e 

abundantes nas plantas não são menos importantes. 

 

β-sitosterol 

  Campesterol  

 

  

 

 

 

 

Brassicasterol                                                                        Stigmasterol 

 

 
 

 
Figura 03 - Representação da estéreoquímica dos principais fitoesteróides.  

Fonte:http://translate.google.com.br/translate?hl=ptBR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Phytosterol&prev

=search. Acesso em 04 de dezembro de 2014. 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/%25CE%2592-sitosterol&usg=ALkJrhjG3HJAw9iRPGYH4xxa7lZdwq_Dfw
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1.3. O sistema nervoso de insetos.  

A perfeita sintonia da ação dos insetos com o ambiente em que vivem é fundamental 

para sua sobrevivência. Para que responda e reajam de maneira eficiente, o sistema nervoso 

deve integrar tanto os estímulos externos como os internos. Para isso, células especializadas 

(neurônios) realizam essa função através da condução dos estímulos (GALLO, 2002). Assim 

como ocorrem com outros animais, o neurônio dos insetos transmitem os estímulos recebidos 

através de impulsos físicos e químicos. Para que isso ocorra a membra de seu axônio, quando 

em repouso, possui uma polaridade, ao receber um estímulo, ocorre uma inversão dessa 

polaridade graças ao potencial de ação, que percorre toda a extremidade do axônio até chegar 

aos dendritos. Nessa região, há uma lacuna em relação ao neurônio seguinte, a região 

sináptica, o que obriga a transformação desse estímulo físico em químico, via 

neurotransmissor. Essa substância química percorre o espaço entre o neurônio e ao chegar à 

célula nervosa seguinte, desencadeia um novo estímulo físico. 

Os corpos celulares dos interneurônios e neurônios motores são agregados com as 

fibras que interligam todos os tipos de células nervosas formando centros nervosos chamados 

gânglios (Fig. 5) (GULLAN e CRANSTON, 2005). Tipicamente, cada segmento do corpo 

dos insetos possui um par de gânglios ligados por comissuras e unidos aos gânglios dos 

segmentos adjacentes por conectivos (Fig. 4) (RANDALL et  al., 2000;  GALLO et al., 

2002). Os gânglios de todos os segmentos da cabeça são fundidos formando dois centros 

ganglionares, o cérebro ou gânglio supraesofágico e o gânglio subesofágico (Fig. 4) 

(GULLAN e CRANSTON, 2005). Nenhum dos gânglios contém um centro absolutamente 

vital, razão pela qual um inseto decapitado ainda pode caminhar (OSBOURE, 1996).   

Evidências experimentais demonstram que a acetilcolina, a dopamina, a octopamina, a 5-

hidroxitriptamina e a histamina são os principais neurotransmissores do sistema nervoso 
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ganglionar e central dos insetos. Por outro lado, o glutamato é o principal neurotransmissor 

excitatório da junção neuromuscular de insetos, e o ácido γ-aminobutírico (GABA) o 

neurotransmissor inibitório nessa sinapse periférica (TAYLOR et  al., 1979; OSBOURE, 

1996). 

O sistema nervoso periférico é composto por todos os axônios dos neurônios motores 

que irradiam para os músculos dos gânglios do SNC e sistema nervoso estomodeal mais os 

neurônios sensoriais das estruturas sensitivas cuticulares (os órgãos dos sentidos) que 

recebem estímulos mecânicos, químicos, térmicos e visuais do ambiente (GULLAN e 

CRANSTON, 2005). 

 

Figura  04  -  Sistema nervoso de baratas. Arranjo de gânglios formando o cordão nervoso ventral composto, em 

baratas, pelo gânglio supraesofagiano, o gânglio subesofagiano, três gânglios torácicos e 
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seisabdominais.Fonte:http://www.2classnotes.com/digital_notes.asp?p=Excretion_in_Cockroach_and_Nervous

_System_of_Cockroach. Acesso em 14 de janeiro 2015. 

 

 

 

Figura  05  -  Cordão nervoso ventral de uma barata. O Sistema Nervoso de insetos é formado por um cordão 

nervoso ventral organizado em gânglios (Fonte: Journal of Toxicology Volume 2012, Article ID 143740, 11 

pages doi:10.1155/2012/143740) 

 

1.3.1. Baratas como modelo para bioensaios de toxinologia 

Baratas, como insetos em geral, são mais ou menos alongadas e possuem formato 

cilíndrico sendo bilateralmente simétrico. O corpo é dividido numa série de segmentos, os 

metâmeros, e estes são agrupados em três regiões distintas: cabeça, tórax e abdome (Fig. 06). 

A cavidade corporal, também chamada de hemocele, é preenchida pelo fluído hemolinfa, e é 

revestida pela endoderme e ectoderme. Os órgãos e tecidos são compostos de camadas únicas 

de células separadas da hemolinfa por membranas finas de tecido conjuntivo (GULLAN e 

CRANSTON, 2005). 

As baratas Nauphoeta cinerea (Fig. 07) são insetos-praga primitivos nos quais a 

maioria dos sistemas fisiológicos é carente de especialização. Se por um lado, a falta de 

especialização pode ser um entrave para a comparação com alguns sistemas biológicos 

animais, do ponto de vista da neurotoxicológia torna-se um importante instrumento na 
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investigação do mecanismo de ação de compostos químicos com atividade tóxica sobre o 

sistema nervoso (STANKIEWICZ et  al., 2012).  

Por exemplo, já foram identificados mais de 200 neurotransmissores e seus respectivos 

receptores no sistema nervoso de baratas, que são idênticos aos de outros insetos superiores, e 

apresentam grande homologia em sua estrutura molecular, aos de animais vertebrados, dentre 

eles os seres humanos. Nesse aspecto, a junção neuromuscular da barata se vale do 

neurotransmissor glutamato, muito comum no sistema nervoso de mamíferos, por produzir 

contração muscular pela ativação dos receptores de n-metil-d-aspartato (NMDA).  

Além do glutamato, a junção neuromuscular de insetos se vale do neurotransmissor 

ácido-gama aminobutírico (GABA), do qual receptores não estão confinados apenas na região 

da junção neuromuscular, mas parecem estar espalhados por toda a fibra muscular (CULL-

CANDY e MILEDI, 1981). O papel fisiológico dos receptores de GABA em insetos envolve 

a abertura de canais de cloreto. Tanto na junção neuromuscular quanto no sistema nervoso 

central, os receptores de GABA parecem estar envolvidos na sincronização de respostas 

excitatórias. Por essa razão, as baratas são reconhecidas como modelos extremamente úteis 

em ensaios de neurobiologia (HUBER et al., 1990).   

Uma grande vantagem do uso desses animais em experimentos no campo da 

toxinologia é a possibilidade de se investigar várias funções do sistema nervoso por meio do 

estudo de várias partes do sistema nervoso de baratas, muitas delas sendo investigadas em 

modelos naturais in vivo, in situ ou mesmo in vitro.   Além disso, no caso dos bioinsetidas, 

muitos deles têm como alvo principal o sistema nervoso, o que facilita de certa forma a 

descrição do seu mecanismo de ação, bem como a evidenciação do grau de seletividade 

(STANKIEWICZ et al., 2012). 



36 

 

 Como exemplos, podemos citar os piretróides naturais e sintéticos, que atuam por 

causar uma ativação persistente dos canais de sódio na junção neuromuscular, induzindo uma 

despolarização persistente das membranas, letal para o inseto (SODERLUND, 2012). As 

toxinas de venenos animais preferem a ligação ao sistema nervoso central do inseto, levando a 

um aumento na liberação do neurotransmissor dopamina, induzindo efeitos como letargia e 

diminuição da locomoção (WEISEL-EICHLER et al., 1999).  Além desses mecanismos 

celulares, também tem sido descritos aspectos bioquímicos, na intoxicação induzida por 

agentes inseticidas naturais (BULLANGPOTI et al., 2006). Dentre os alvos biológicos 

inerentes a essa atividade, destacam-se as enzimas colinesterases que em baratas, perfazem 

mais de oito subtipos (HAUBRUDGE et al., 2002). Essas enzimas são os principais alvos dos 

compostos organofosforados sintéticos. Por fim e em paralelo às interações com a(s) 

enzima(s) colinesterase(s) também tem sido descritos outros aspectos bioquímicos 

relacionados a um aumento do estresse oxidativo, associados à atividade letal de compostos 

inseticidas em insetos (JAMES et al., 2012). 

Confirmando dados da literatura que a barata é reconhecida como um modelo muito 

útil em estudos neurobiológico (HUBER et  al., 1990). O campo de toxinologia deve muito ao 

uso de várias preparações nervosas obtidas a partir de baratas que representam um excelente 

modelo aplicado em métodos farmacológicos, especialmente em eletrofisiologia, que 

desempenha um papel vital na maior parte da atividade de pesquisa em toxinológia. Uma 

ampla gama de funções nervosas foi descritos com base em estudos em diversas partes do 

sistema nervoso barata e as experiências podem ser realizadas em modelos naturais. 

Princípios biofísicos da função do sistema nervoso em insetos são da mesma forma como nos 

mamíferos. Em ambos os grupos de animais neurotransmissores semelhantes podem ser 

encontrados, embora a sua distribuição varie. Assim, as observações feitas em baratas podem 

ser aplicadas quase que nos vertebrados.  
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Figura 06  -  Estrutura geral de uma barata.  (Fonte: http://biology.stackexchange.com/questions/19766/how-

many-abdominal-sclerites-would-be-there-in-a-cockroach. Acesso 14 de janeiro 2015. 

 

 

 

 
 

Figura 07 - Barata Nauphoeta cinerea. Fonte: (http://g1.globo.com/natureza/noticia/2012/11/pesquisadores-

brasileiros-estudam-enzimas-de-baratas-para-obter-etanol.html). Acesso em 01 de dezembro de 2014. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

O trabalho “Caracterização fitoquímica e neurofarmacológica de compostos 

inseticidas isolados de Prasiola crispa” teve como objetivo investigar os mecanismos 

envolvidos na atividade inseticida do extrato bruto da alga Prasiola crispa em modelo de 

barata da espécie Nauphoeta cinerea bem como identificar os compostos bioativos 

relacionados a essa atividade. 

2.2. Objetivos Específicos 

 Verificar se o extrato bruto de Prasiola crispa induz atividade entomotóxica em 

baratas da espécie Nauphoeta cinerea; 

 

 Verificar se o extrato bruto de Prasiola crispa induz atividade sobre a enzima 

colinesterase de homogeinizado de cérebro de baratas da espécie Nauphoeta cinerea; 

 

 Investigar a atividade do extrato bruto de Prasiola crispa sobre o sistema 

cardiovascular de baratas da espécie Nauphoeta cinerea; 

 

 Investigar a atividade do extrato bruto de Prasiola crispa sobre o sistema nervoso 

periférico de baratas da espécie Nauphoeta cinerea usando a preparação nervo-

músculo coxal abdutor metatoráxico in vivo; 

 

 Investigar a atividade do extrato bruto de Prasiola crispa sobre o sistema nervoso 

central de baratas da espécie Nauphoeta cinerea por meio da técnica para medida do 

tempo de grooming; 
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 Identificar por meio de protocolos fitoquímicos e de análise bioguiada os compostos 

bioativos associados à atividade entomotóxica.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Baratas de ambos os sexos da espécie Nauphoeta cinerea. Os animais foram criados e 

mantidos em insetário no Campus São Gabriel da UNIPAMPA, em temperatura controlada 

(22-25°C) com oferta de água e ração ad libitum. Todos os experimentos foram realizados em 

temperatura ambiente controlada (22-25°C). 

3.2. Reagentes  

 Todos os reagentes foram obtidos de empresas certificadas como: Sigma Aldrich, 

Biorad, Alomone, Tocris dentre outras e foram de alto grau de pureza.  

3.2.1. Drogas usadas 

 

Bicuculina, Cloral hidratado, Glutamato, DNQX, Fentolamina e DMSO (Sigma 

Aldrich, Biorad, Alomone e Tocris). 

3.2.2. Solução salina 

Composição: NaCl (150mM), CaCl2 (2mM), KCl (10mM), Tris-HCL (10mM). O pH 

da solução salina foi ajustado para 6,8 com NaOH. As soluções teste foram preparadas 

imediatamente antes do início de cada experimento. 

3.3. Coleta do material vegetal  

A alga verde Prasiola crispa foi coletada em áreas de degelo, próximas da região da 

estação Arctowski Polonesa, Baia do Almirantado, Ilha Rei George (61° 50’- 62°15’ S e 

57°30’- 59° 00’W), na Antártida pelo Dr. Antônio Batista Pereira da Universidade Federal do 
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Pampa-UNIPAMPA. O material vegetal foi seco em câmara escura com circulação de ar a 

40°C, e armazenadas em sacos plásticos escuros em freezer a -20°C. 

3.4. Preparação do Extrato 

Adicionou-se 1litro de solvente n-hexano ao material vegetal seco e em pó cerca de 

100 gramas de Prasiola crispa (proporção pó/solvente = 1:10). O material vegetal moído foi 

submetido ao processo de maceração por 48h em 1L de solvente, após a amostra foi filtrada 

através de papel de filtro Whatman número 1. Em seguida o solvente foi evaporado em 

evaporador rotatório a 40-50°C e o extrato foi submetido a vácuo para a retirada do excesso 

de solvente e após armazenado em tubo de ensaio com tampa de rosca  para os ensaios de 

atividade biológica.   

3.5. Dissolução do extrato hexânico da alga Prasiola crispa 

 

A Prasiola crispa foi dissolvida em Sulfóxido de dimetilo DMSO 10% sendo 

preparado diariamente e previamente aos ensaios de atividade biológica. 

3.6.  Determinação da DL50 

  O ensaio inseticida sobre Nauphoeta cinerea, foi realizado essencialmente como 

descrito por KAGABU et al., (2007). Várias concentrações do extrato hexânico de Prasiola 

crispa 100, 200, 400, 800µg/g de animal e DMSO 10µg/g de animal, foram injetadas entre o 

terceiro e o quarto segmento abdominal de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. Todos os 

experimentos foram feitos em triplícata (n=10). Trinta baratas ao todo foram utilizadas para 

testar cada dose. Os insetos foram mantidos a temperatuda controlada entre 22-25°C durante 

24 horas após o tratamento. A dose mínima em que 50% de baratas consideradas mortas foi 

tomada como sendo a dose letal - DL50, baratas paralisadas também foram contabilizadas 

como mortas. 
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3.7. Análise Bioquímica 

3.7.1. Determinação da atividade da enzima colinesterase 

 A inibição in vitro da AChE foi avaliada essencialmente de acordo com os ensaios 

descritos por STURMER et al., (2014). Toda a quantidade de proteína foi medida de acordo 

com BRADFORD (1976). Em resumo, cinco baratas da espécie Nauphoeta cinerea foram 

injetadas com o Controle DMSO 10µg/g de animal e o extrato hexânico de Prasiola crispa 

(100, 200, 400, 800µg/g de animal seis horas antes da análise da acetilcolinesterase. Os 

animais foram anestesiados por resfriamento a -5°C e os seus cérebros recolhidos após a 

remoção da cutícula. O material foi misturado com 750µl de Kpi tampão de pH 7,0 

(500rpm/5min/4°C) onde 400µl do sobrenadante foi recolhido. Utilizou-se o sobrenadante 

desta amostra 50µl onde foi adicionado a 50µl de DTNB (5mM), 500µl Kpi 0,1mM (pH 8,0) 

e 25µl acetiltiocolina. A reação foi medida após 60 segundos a 412nm usando um 

espectrofotômetro UV-Visível (modelo de evolução 60S, Thermoscientific, New Hampshire, 

EUA) e analisada pelo software Lite Visão (Thermoscientific). 

3.8.  Ensaios Biológicos 

3.8.1.  Preparação coração semi-isolado 

A preparação coração semi-isolado de baratas (BAUMANN et al., 1982) foi utilizada 

para avaliar os efeitos farmacológicos induzidos pelo HPC no  sistema cardiovascular de 

baratas. As baratas da espécie Nauphoeta cinerea foram anestesiadas por congelamento a -

5°C durante 5-10min e imobilizadas em placas de dissecação recoberta com isopor por meio 

de alfinetes entomológicos com o lado ventral voltado para cima. As laterais do abdômen 

foram cortadas com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e uma pinça, removendo a cutícula 

abdominal, expondo assim as vísceras que foram cuidadosamente afastadas para que o 
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coração fosse exposto. O coração foi banhado com solução salina (NaCl 150mM, CaCl2 

2mM, KCl 10mM e Tris 10mM, pH 6,8 ajustado com NaOH) em temperatura ambiente. Após 

os 5min iniciais para a estabilização da frequência cardíaca, as diferentes concentrações do 

HPC 100, 200, 400, 800µg/g de animal foram adicionadas sobre o coração, em um volume de 

150µl/animal. A frequência cárdica foi monitorada durante 30min com o auxílio de um 

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

foi lavada com solução salina e monitorada por mais 5min para verificar se houve 

recuperação da frequência cárdica. A temperatura na sala do teste foi mantida a 22-25°C. Para 

cada dose testada do controle DMSO e do HPC foram usados seis animais (n=6). 

3.8.2. Ensaio eletromiográfico 

3.8.2.1. Preparação in vivo músculo coxal-abdutor metatoráxico de barata 

Para os ensaios de atividade biológica foi usado a preparação in vivo nervo-músculo 

coxal-abdutor metatoráxico de baratas da espécie Nauphoeta cinerea de acordo com 

O´GARA et al., (1990), adaptado para condições experimentais (LUCHO et  al., 2010) (Fig. 

08). Os animais de ambos os sexos foram anestesiados por congelamento a -5°C durante 5-

10min. Após a anestesia, os indivíduos foram acomodados em decúbito dorsal, em uma placa 

de dissecação recoberta com isopor. Após a afixação do animal por meio de alfinetes 

entomológicos, foi feita a dissecação da quitina da região metatoráxica que compreende o 

último par de pernas, para a exposição do nervo 05.  

Nessa região foi inserido um par de eletrodos de Ag/AgCl em forma de alfinetes, pelos 

quais foram aplicados os estímulos elétricos. Foi usado um estimulador elétrico da marca 

AVS (AVS Projetos, São Carlos-SP), que transmitiu estímulos de baixa frequência 0.5Hz, 

0.2ms. A perna do animal foi amarrada com linha de sutura odontológica, sendo conectada a 

um transdutor isométrico de alta sensibilidade 0.5g da marca AVS. O transdutor foi conectado 
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a um amplificador de sinal (AVS) que por sua vez está acoplado a uma placa A/D de interface 

com o computador (Dell Vostro, São Paulo-SP). Os registros da força de contração muscular 

em resposta aos estímulos elétricos foram feitos pelo software de aquisição de dados AQCAD 

(AVS), que também permitiu o armazenamento dos dados para posterior análise.  Os registros 

neuromusculares foram feitos durante 15min para a verificação da integridade da preparação e 

após esse período, foram injetados os tratamentos por meio de uma seringa de Hamilton em 

um volume máximo de 40µl, na terceira porção abdominal da N. cinerea. Os registros foram 

adquiridos durante 120min, para a verificação fidedigna da cinética de ação dos compostos 

ensaiados. Após o término dos experimentos, os dados foram analisados usando-se o software 

ANCAD (AVS), que permitiu a análise de parâmetros como a amplitude da força de 

contração neuromuscular, o tempo para bloqueio neuromuscular e o tempo de decaimento 

constante de cada contração da barata. Os dados foram plotados como média ± erro padrão de 

no mínimo seis experimentos (n=6).   

 
Figura 08 - Instalação para registros da atividade neuromuscular da barata in vivo. Modifica do Dempster 

(1985). 
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3.8.3. Atividade de Grooming 

A atividade de grooming foi avaliada essencialmente como descrita por LIBERSAT 

(2003). Para isso, a barata Nauphoeta cinerea foi injetada na terceira porção abdominal, 

utilizando-se uma seringa Hamilton no volume máximo de 20μL, com a droga testada e 

acondicionada em uma arena comportamental o Open Field - caixa circular de 20cm de raio e 

30cm de altura (Fig. 09). O comportamento de limpeza das baratas foi monitorado após 

10min de tratamento e o tempo contínuo em segundos de grooming foi medido durante um 

período de 30min. Os animais nunca haviam estado no Open Field anteriormente e, portanto, 

era um ambiente novo em todos os casos. Os animais foram injetados com DMSO 10µg/g de 

animal e com diferentes concentrações do HPC 100, 200, 400, 800µg/g de animal. Para cada 

dose testada foi usado 20 animais (n=20). A temperatura na sala do teste foi mantida a 22-

25°C. 

 

Figura 09 - Teste do campo aberto (Open Field) metodologia utilizada para a avaliação de drogas sobre o 

sistema nervoso central. Técnica de Grooming. Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/sistema-nervoso-

central.html).  Acesso em 01 de dezembro de 2014. 
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3.9.  Análise fitoquímica do extrato hexânico de Prasiola crispa 

Para o preparo de colunas cromatográficas clássicas que foram feitas em 

cromatoplacas de gel de sílica 60F234 Merck. Os solventes empregados nas análises 

cromatográficas foram hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol. A reutilização desses 

solventes, quando em mistura e para a mesma coluna, foi realizada após correção das 

proporções das misturas usando refratômetro modelo Biobrix. A revelação das cromatoplacas 

foi feita através de inspeção a luz ultravioleta, nos comprimentos de onda em 254 e 365nm e 

através do borrifamento com solução de sulfato cérico a 2% e ácido sulfúrico, com 

subsequente aquecimento em placa aquecedora.  Após a evaporação do solvente, uma amostra 

do extrato bruto 10mg foi enviada ao laboratório de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

do Instituto de Química da Universidade Federal Fluminense, para a análise de RMN de 

Hidrogênio (1H) por meio do equipamento Varian-Unity Plus 300, operando a uma 

frequência de 300 MHz para análises de Hidrogênio, tendo tetrametilsilano como 

referenciador interno e o clorofórmio deuterado (CDCl3) como diluente da amostra do extrato 

bruto. Os valores de deslocamento químico, que representa a escala de pares por milhão 

(ppm). As áreas relativas dos sinais, nos espectros de RMN 1H, foram obtidas por integração 

eletrônica.   

    A purificação dos compostos bioativos de Prasiola crispa foi feita em coluna 

cromatográfica em gel de sílica utilizando-se vários adsorventes. Foram coletas diferentes 

frações, que foram ensaiadas quanto à atividade biológica em modelo de preparação 

neuromuscular de baratas. Após a identificação da atividade biológica, o(s) pico(s) de 

interesse foi ressubmetido à análise por RMN para comprovação de sua pureza. 

 

 



47 

 

3.10.  Análise estatística 

Os resultados foram expressos como a média ± SEM e foram analisados pela análise 

de variância Two-Way ANOVA, seguido pelo teste "t" de Student. Um valor de p ≤ 0,05 

indicou significância. As análises estatísticas e gráficas foram feitas usando o Software 

Origing Pro 8,6 (Origin Lab Corporation, MA, EUA). 
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4. RESULTADOS 

4.1.  Determinação da DL50 da Prasiola crispa em ensaios com Nauphoeta cinerea 

Os ensaios de letalidade demonstraram que o extrato hexânico de Prasiola crispa 

(HPC) induz atividade entomotóxica. Nesse sentido, a dose do HPC que foi letal para 50% 

dos indivíduos foi considerada a dose letal mínima (DL50) em modelo de Nauphoeta cinerea, 

em 24 horas (Fig. 10). A administração do controle com DMSO 10µg/g de animal induziu 

mortalidade de apenas um animal. Na concentração do HPC 100µg/g de animal houve 

mortalidade de 1±0,06 animais. Com a dose de 200µg/g de animal houve a mortalidade 

1±0,09 animais, e 6±1 com a dose de 400µg/g de animal. Quando a maior dose foi 

administrada nos animais houve letalidade de 9±0,9 animais em 24 horas. A dose de 400 µg/g 

de animal foi considerada a DL50.  
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Figura 10 - Determinação da DL50  em  baratas (Nauphoeta cinerea)  administradas com diferentes 

concentrações do HPC após  24 horas.  Observe que a dose de HPC (400µg/g) induziu a morte de ~ 50%  dos  

indivíduos  em  24 horas,  sendo essa considerada a Dose  Letal  Mínima(DL50).  * significância para (* p≤0,05). 
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4.2. Efeito de diferentes doses do HPC sobre a atividade da AChE em homogeinizado de 

cérebro de baratas 

A análise da atividade da AChE em homogeinizado de cérebro de baratas da espécie 

Nauphoeta cinerea (Fig. 11) com a aplicação de diferentes concentrações de Prasiola crispa 

100, 200, 400 e 800 µg/g de animal, não inibiu significativamente a enzima (p≥0.05). Assim, 

a análise do grupo tratado com HPC 100µg/g, demonstrou uma pequena inibição na atividade 

da enzima com um valor de 81±36%. Quando a concentração do HPC 200µg/g foi ensaiada, o 

valor da atividade da AChE foi de 96±35% em relação ao controle DMSO. Com o aumento 

da concentração do HPC 400µg/g, não houver alteração na atividade da AChE 100±32%. Na 

maior dose do HPC 800µg/g houve uma inibição não significativa da atividade da AChE 

77±28%, em comparação ao controle com DMSO. Para cada dose ensaiada foram usados 

cinco animais em triplicata (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Efeito de diferentes concentrações do HPC 100, 200, 400, 800 µg/g de animal sobre  a atividade da 

enzima acetilcolinesterase em homogeinizado de cérebro de Nauphoeta  cinerea.  No gráfico, cada barra 

representa a média ± E.P.M. da porcentagem de inibição da acetilcolinesterase em relação ao controle DMSO  

10µg/g.  Foi usado o homogeinizado de cérebro de  N. cinerea  (n=5) após  seis horas do tratamento com o HPC 

(* p≥0.05) em comparação ao controle (DMSO). 
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4.3. Efeito do extrato hexânico de Prasiola crispa sobre a frequência cardíaca de 

Nauphoeta cinérea 

 

A administração do HPC em preparação coração semi-isolado de baratas (Fig. 12),  

induziu uma ação cardiotóxica que foi dependente da concentração do extrato vegetal. Assim, 

nas preparações controle com DMSO 10µg/g a resposta cronotrópica foi de 70±5bat./min.  

Quando o HPC 100µg/g e 400µg/g foi ensaiado houve a indução de um efeito cronotrópico 

positivo, caracterizado pelo aumento da frequência cardíaca 78±5 bat./min e 82±4 bat./min, 

respectivamente em 30min de registros. Porto outro lado, quando as doses de 200 µg/g e 800 

µg/g foram ensaiadas houve uma diminuição na frequência cardíaca, 64±3 bat./min e 65±4 

bat./min respectivamente em 30min de registros comparado ao controle DMSO.  Após a 

lavagem da preparação com solução salina, houve reversão dos efeitos cronotrópicos 

positivos e negativos (Fig. 13).  Para cada dose testada foram usados seis animais (n=6 

p≤0,05). 

 

Figura 12 - Imagens representativas da preparação coração semi-isolado de baratas  Nauphoeta cinerea. Note.  

O coração é um tubo alongado, localizado na parte ventral, formado por válvulas com aberturas laterais 

(ostíolos), onde o meio circulante é a hemolinfa. Fonte: Autoria própria.   
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Figura 13 - Frequência cardíaca de baratas da espécie Nauphoeta  cinerea em  preparação coração semi-isolado 

na presença do HPC.  No gráfico cada ponto representa a média ± E.P.M (n=6).  Note a diminuição da 

frequência cardíaca nas concentrações de HPC 200, 800µg/g de animal em 30min de registros. (w) Wash (HPC) 

Extrato hexânico de Prasiola crispa (* p≤0.05). 

 

4.4. Preparação in vivo do músculo coxal-abdutor metatoráxico de barata 

4.4.1. Atividades dose-resposta do extrato hexânico de Prasiola crispa em junção 

neuromuscular de barata 

Para investigar os efeitos induzidos pelo HPC sobre o Sistema Nervoso Periférico de 

barata, foi usada a preparação in vivo nervo-músculo coxal-abdutor metatoráxico. A 

administração do DMSO isoladamente não interferiu com a força de contração muscular, 

durante 120min de registros (n = 6). A administração de HPC 100, 200, 400 e 800µg/g de 

animal na região da terceira porção abdominal induziu um efeito bloqueador neuromuscular 
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dose e tempo-dependente em 120min de registros (n=6) (Fig. 14).  Quando a dose mínima de 

100 µg/g foi ensaiada produziu uma inibição 80 ± 5% na força de contração muscular (n = 6, 

p≤0,05). A administração da maior dose de HPC 800 µg/g induziu 100% de bloqueio da força 

de contração em 10min (n = 6, p≤0,05). Na concentração de 200µg/g e 400µg/g houve um 

bloqueio de 60 ± 4% e de 100% respectivamente em 120min de registros (n=6, p≤0,05). Em 

todas as doses ensaiadas, antes do início do efeito bloqueador do extrato, houve um aumento 

do tônus muscular seguido pelo bloqueio irreversível das contrações (Fig. 14b). O 

aparecimento de contrações espontâneas, na vigência do efeito do extrato também foi 

observado. A adição do cloral hidrato 40µg/g, 15min antes do HPC 800µg/g, aumentou o 

tempo necessário para 50% de bloqueio das contrações (n = 6, p ≤0,05) (Fig 14C).  
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Figura 14 - (A) Atividade de diferentes concentrações do HPC sobre a resposta contrátil em preparação nervo-

músculo coxal-abdutor metatoráxico de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. (B-C) Inibição das contrações 

musculares espontâneas induzidas pela administração prévia do cloral hidratado 40µg/g em preparações tratadas 

com HPC 800µg/g. (B) Registro representativo do ensaio com HPC 800 µg/g. (C) Tratamento prévio com cloral 

hidratado 40 µg/g. aumento do tônus muscular;  contrações musculares espontâneas;  completo 

bloqueio neuromuscular. *significância para p≤0.05 

 

 

(Contrações espontâneas) 
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4.4.2. Efeito de diferentes tratamentos farmacológicos frente ao bloqueio neuromuscular 

induzido pelo extrato hexânico de Prasiola crispa 

A administração de DMSO 10µg/g isoladamente nos animais, não induziu alterações 

da força de contração muscular em 120min de registros (Fig. 15, 16, 17, 18) (n = 6, p≤0,05). 

Quando o HPC 800µg/g foi injetado nos animais houve a indução de bloqueio neuromuscular 

completo em 10min de registros (n = 6, p ≤0,05) (Fig. 15, 16, 17, 18). A admisntração dos 

animais com bicuculina 2,5µg/g, isoladamente induziu um bloqueio da força de contração 

muscular de 40±6min em 120min de registros (Fig. 15) (n = 6, p≤0,05). O tratamento prévio 

dos animais com bicuculina 2,5µg/g de 15min, seguido da adminstração do HPC 800µg/g, 

previniu parcialmente o bloqueio neuromuscular característico do HPC 60±6min, em 120min 

de registros (Fig. 15, 16) (n = 6, p≤0,05). A adição de cloral hidratado (10µg/g) isoladamente 

induziu um leve bloqueio das contrações em 30%±6min em 120min de registros (Fig. 15) (n = 

6, p≤0,05). Quando o HPC 800µg/g foi administrado após um pré-tratamento com cloral 

hidratado 10µg/g, houve também uma atenuação da resposta bloqueadora neuromuscular do 

extrato que ficou em 64%±9min em 120min de registros (Fig. 15, 16) (n = 6, p≤0,05). Quando 

os animais foram pré-tratados com a bicuculina 2,5µg/g seguida do HPC 800µg/g e 

posteriormente com a adição do cloral hidratado 10µg/g houve uma redução ainda maior no 

nível de bloqueio neuromuscular que foi de 40%±5min (Fig. 16) (n = 6, p≤0,05). 
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Figura 15 – Inibição  parcial  do bloqueio neuromuscular  induzido pelo HPC 800μg/g pelo tratamento prévio 

com Bicuculina 2,5μg/g de animal  e Cloral  hidratado 10μg/g de animal em preparações in vivo nervo-músculo 

coxal-abdutor  metatoráxico de Nauphoeta  cinerea.  Em  A, no gráfico, cada ponto corresponde à média ± erro-

padrão da porcentagem da resposta contrátil.  Note que a bicuculina e o cloral hidratado inibiram a resposta 

bloqueadora  neuromuscular  induzida  pelo  HPC 800μg/g.  Em B registro representativo da contração muscular  

na  presença da bicuculina 2,5μg/g de animal e HPC 800μg/g de animal (n=6 *p≤0.05). 
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Figura 16 – Efeito do tratamento prévio com  bicuculina  2,5μg/g de animal e cloral hidratado 10μg/g de anima  

ao  extrato HPC 800μg/g  sobre a resposta contrátil em preparação in vivo nervo-músculo coxal-abdutor 

metatoráxico da  Nauphoeta  cinerea.  No gráfico, cada ponto corresponde à média ± erro-padrão da 

porcentagem  da  resposta contrátil.  Note o ensaio realizado com a adição de bicuculina 15min antes do HPC 

800 µg/g e 15min após a adição do cloral hidratado onde houve uma inibição de 40%±5 min do bloqueio 

neuromuscular (n = 6, p ≤0,05). 

 

 

Com a adição do Glutamato 4µg/g, 15min antes do HPC 800µg/g houve a prevenção 

do bloqueio das contrações em 55±5% em 120min de registros (n = 6, p≤0,05). No pré-

tratamento com bicuculina 2,5µg/g, 15min antes do HPC 800 µg/g e após 15min a adição do 

Glutamato 4µg/g, houve o mesmo nível de prevenção do bloqueio das contrações 55±6% 

durante 120min de registros (Fig. 17) (n = 6, p≤0,05). 
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Figura 17 - Efeito prévio da Bicuculina 2,5μg/g de animal e do Glutamato 4μg/g de animal sobre o bloqueio  

neuromuscular  induzido pelo extrato  hexânico de Prasiola  crispa  (HPC) 800μg/g em preparação in vivo 

nervo-músculo coxal-abdutor  metatorácido de Nauphoeta  cinerea. A, no gráfico, cada ponto corresponde à 

média ± erro-padrão da  porcentagem  da  resposta contrátil  (n=6). Note que a bicuculina e o GLU inibiram a 

resposta bloqueadora induzida pelo HPC 800μg/g em 120min de registros.  (p≤0.05).  B, Registro representativo 

da contração muscular  na  presença da bicuculina  2,5μg/g de animal, HPC 800μg/g de animal e GLU 4μg/g de 

animal  em 120min de registros. 
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 Quando o DNQX 10µg/g de animal foi ensaiado isoladamente causou o bloqueio de 

40±8% da força de contração em 120min de registros (n = 6, p≤0,05). A administração do 

DNQX 15min antes do HPC 400μg/g de animal não alterou significativamente a resposta do 

HPC induzindo ainda um nível de bloqueio de 90±10% das contrações em 120min de 

registros (n = 6, p≤0,05). A fentolamina, usada isoladamente na dose 10µg/g de animal 

causou um bloqueio de 40±8% de contrações em 120min de registros (n = 6, p≤0,05). Quando 

a fentolamina 10µg/g foi previamente administrada 15min antes do HPC 400µg/g, induziu um 

bloqueio de 70%±6% na resposta contrátil em 120min de registros (Figura 18) (n = 6, 

p≤0,05). A administração do DMSO 10% ensaiado isoladamente na barata não interferiu com 

as respostas neuromusculares, em 120min de registros (Fig. 18) (n = 6, p≤0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Inibição parcial do bloqueio neuromuscular induzido pelo HPC 400μg/g pelo tratamento prévio com 

DNQX 10μg/g de animal e Fentolamina  10μg/g de animal em preparações in vivo nervo-músculo coxal-abdutor  

metatoráxico de  Nauphoeta  cinerea.  No gráfico, cada  ponto  corresponde à média ± erro-padrão da  

porcentagem da resposta contrátil. Note que a administração do DNQX 15min antes do HPC 400μg/g de animal 

não alterou significativamente a resposta do HPC (N=6 *p≤0.05). 
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4.4.3. Ensaios da atividade neuromuscular com os compostos fitoesteróis 

identificados no extrato hexânico de Prasiola crispa 

A análise por ressonância magnética nuclear do HPC resultou no isolamento e 

identificação dos seguintes compostos: Campesterol (1), Stigmasterol (2) e  β-sitosterol (3). A 

administração do β-sitosterol 80µg/g de animal isoladamente induziu 100% de bloqueio da 

força de contração muscular em 120min de registros (Fig. 20) (n = 6, p≤0,05). Quando o 

Campesterol 80µg/g de animal foi ensaiado, induziu 80±4% de bloqueio da resposta contrátil 

em 120min de registros (n = 6, p≤0,05). A análise da atividade do Stigmasterol 80µg/g de 

animal resultou em uma resposta de 60±6% da força de contração muscular durante 120min 

de registros (n = 6, p≤0,05). Quando os três compostos químicos foram aplicados 

simultaneamente 26,66% de cada composto químico compondo a dose de 80µg/g de animal, 

induziu 100% de bloqueio da força de contrações em 90min de registros (Fig. 19) (n = 6, 

p≤0,05). 
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Figura 19 - Efeito do Campesterol 80μg/g de animal, Stigmasterol 80μg/g de animal e β-sitosterol 80μg/g de 

animal sobre a resposta contrátil em preparação in vivo nervo-músculo coxal-abdutor metatorácido de Nauphoeta  

cinerea.  No gráfico, cada  ponto corresponde à média ± erro-padrão da porcentagem da resposta contrátil.  Note 

que o  β-sitosterol  80μg/g de animal foi à substância capaz de inibir a resposta contrátil similarmente ao extrato 

bruto de Prasiola crispa 800μg/g (n=6 * P≤0.05). 
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Figura 20 -  Em  A, registro representativo da força de contração muscular na ausência do β-sitosterol em 

preparação tratada com o controle DMSO 10μg/g de animal. Em B, registro representativo da contração 

muscular na presença do β-sitosterol 80μg/g de animal.  

 

4.5. Efeito do extrato hexânico de Prasiola crispa na atividade de grooming 

A análise do comportamento de grooming (Fig. 20) realizada na câmara de campo 

aberto durante 30min demonstrou um aumento dependente do tempo, frente à adminstração 

do HPC. Em experimentos controle DMSO, onde as baratas foram tratadas somente com 

solução salina para insetos (n=30) os valores de grooming de pernas e de antenas foram 

respectivamente 153±8s/30min e 70±6s/30min. O controle feito com DMSO 10% não induziu 

alterações na taxa de grooming quando comparado à solução salina. Quando o HPC 100μg/g 

de animal foi administrado nas baratas houve um aumento da taxa de grooming de antenas e 
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pernas 390±5s/30min e 400±5s/30min respectivamente (n=30, p≤0.05). Para a dose de 

200μg/g o aumento de grooming de antenas foi de 160±4s/30min e de 320±5s/30min, no de 

pernas (n=30, p≤0.05). A dose de 400μg/g teve como resultado o aumento de grooming de 

antenas para 50±5s/30min e de 275±5s/30min, no de pernas (n=30, p≤0.05). Na maior dose 

800μg/g houve a sessação do grooming de antenas e de pernas (Fig. 22,23) (n=30, p≤0.05). 

 

 

Figura 21 - Imagens representativas de baratas da espécie Nauphoeta cinerea realizando atividade de grooming.  

Observe a atividade de limpeza de antenas e pernas. Fonte das fotos: Autória própria. 
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Figura 22 - Efeito do extrato  hexânico de  Prasiola  crispa  sobre o comportamento de grooming  de antenas 

em modelo de Nauphoeta cinerea.  No gráfico cada barra representa a media ± E.P.M. de no mínimo 30 

experimentos.  Note o aumento da taxa de grooming com a dose de  100µg/g de animal e subjacente diminuição 

com as doses maiores (* p≤0,05) comparada com o controle DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 -  Efeito do extrato hexânico de  Prasiola  crispa  sobre o comportamento de grooming de pernas em 

modelo de Nauphoeta cinerea.  No gráfico cada barra representa a media ± E.P.M. de no mínimo 30 

experimentos.  Note o aumento da  taxa de grooming com  a dose de  100µg/g de animal e diminuição com as 

doses de concentrações maiores (* p≤0,05) comparada com o controle DMSO. 
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4.6. Análise fitoquímica  

Uma alíquota do extrato foi dissolvida em diferentes solventes (8:2v/v, 

Hexano/Diclorometano, Hexano/Metanol, Hexano/Acetato de Etila) e procedeu-se a 

cromatografia em camada delgada (CCD), que demonstrou a presença de diferentes 

compostos químicos no HPC, com melhor separação dos compostos para a mistura 

Hexano/Diclorometano Fig. 23. O fracionamento, através de cromatografia em coluna de gel 

de sílica, da fase (Hexano/Diclorometano) da partição do extrato hexânico da alga Prasiola 

crispa resultou no isolamento e identificação como sendo, fitoesteróis (esteróis de plantas), 

através das informações fornecidas por seus espectros de RMN o; Campesterol (24α-metil-

colest-5-enol) peso molecular (400.68), Stigmasterol (24α-etil-colest- 5,22-dienol) peso 

molecular (412.69) e β-sitosterol (24α-etil-colest-5-enol) peso molecular (414.71) (Fig. 24), 

descoberta inéditas na espécie. A identificação individual de cada substância foi realizada 

levando-se em conta o padrão de hidrogênação de cada átomo de carbono, os deslocamentos 

químicos dos átomos de carbono, principalmente dos carbonos de ligação dupla, e ainda o 

número de metilas e multiplicidade destas, observadas nos espectros de RMN1H. 
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A                                     B                                       C                                         D 

 

Figura 24 - Cromatografia de camada delgada (CCD) do extrato bruto (EB) de Prasiola crispa.  Os eluentes 

tilizados foram (A) hexano; (B) diclorometano; (C) acetato de etila; (D) metanol, em gradiente crescente de 

polaridade, resultando em quatro frações. 
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Figura 25 - Espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) da fração hexânica com a identificação dos 

compostos β-Sitosterol, Stigmasterol e Campesterol. 

  

Campesterol 
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5. DISCUSSÃO 

Nesse trabalho foi demostrada a atividade neurobiológica do extrato bruto de Prasiola 

crispa. Também procedeu-se a identificação por RMN de três compostos envolvidos na 

atividade neurotóxica do extrato em baratas da espécie Nauphoeta cinerea. Serão discutidos 

abaixo os aspectos relacionados aos mecanismos envolvidos na atividade biológica de 

Prasiola crispa sobre os diferentes sistemas neurofisiológicos de baratas da espécie 

Nauphoeta cinerea. 

Os ensaios para a determinação da atividade entomotóxica do extrato bruto de 

Prasiola crispa demonstraram que esse composto possui atividade letal para as baratas, 

reforçando o seu potencial como inseticida natural. De fato nossos dados corroboram os de 

ZEMOLIN et al., (2012), que demostrou que o extrato metanólico de Prasiola crispa também 

é letal para a mosca das frutas Drosophila melanogaster. 

Nesse sentido foi demonstrado no extrato hexânico a presença de fitoesteróis 

relacionados à atividade tóxica da Prasiola crispa. De fato, a literatura demonstra a relação 

entre a atividade inseticida de extratos vegetais e a presença de fitoesteróis (ZOLOTAR, et 

al., 2002). TABATA et al  (2008) demonstraram que em cultura de células de camundongos a 

incubação do β-sistosterol induziu neurotoxicidade sobre os neurônios. MIKOLAJCZAK et 

al., (1987),  demonstrarm que os extratos de Trichilia pallida, T. connoroides, T. prieureana, 

T. roka e T. triphyllaria induziram  mortalidade igual ou superior a 80% em S. frugiperda. A 

investigação fitoquímica desses extratos levou à identificação de compostos como as 

cumarinas, escoporona, escopoletina, umbeliferona, o limonóide 11-β-acetoxiobacunona, e a 

mistura dos esteróides stigmasterol, β-sitosterol e campesterol.  

Além disso, os ensaios para a medida da atividade da enzima colinesterase de 

homogeinizado de cérebro de Nauphoeta cinerea, demonstraram que o HPC não inibe 



68 

 

significativamente essa enzima. Esse dado reforça o fato de que o efeito entomotóxico do 

HPC não deve estar associado a essa atividade, como foi também previamente demonstrado 

por ZEMOLIN et al., (2012).  Dessa forma é improvável que pelo menos em parte a atividade 

entomotóxica do extrato esteja associada a uma atividade inibidora da colinesterase. 

Em nossas condições experimentais quando o HPC foi ensaiado sobre o sistema 

cardiovascular de Nauphoeta cinerea, demonstrou-se uma alteração significativa da 

frequência cardíaca.  A adição de anticolinesterásicos na preparação do coração semi-isolado 

de baratas induz um aumento ou decréscimo da freqüência cardíaca, dependendo da 

concentração ensaiada (POLSINELLI et al., 2010). Considerando-se que em nosso estudo o 

HPC não teve qualquer efeito sobre a atividade da acetilcolinesterase, este mecanismo parece 

não estar envolvido no efeito cardiotóxico observado. Dessa forma os nossos dados sugerem 

que o HPC está atuando como um despolarizante dos nervos adjacentes ao coração, o que 

poderia aumentar a liberação do neurotransmissor acetilcolina ou octopamina, induzindo 

auterações da freqüência cardíaca. Tal hipótese parece comprovar-se pela demonstração na 

literatura de compostos vegetais, como o de Parthenium hysterophorus, que induz efeitos 

despolarizantes em modelos de insetos (KUSHWAHA e MAURYA, 2012).  

Os ensaios com o HPC em preparações neuromusculares de N. cinerea demonstraram 

um efeito bloqueador neuromuscular progressivo que levou a cessação completa das respostas 

contráteis. Além disso, foram observadas contrações espontâneas que indicam uma 

despolarização persistente da placa motora desses insetos (DOUGLAS e PATON, 1954).  De 

fato, o efeito induzido pelo HPC sobre a neurotransmissão periférica de Nauphoeta cinerea 

assemelha-se ao dos piretróides. Em relação a esses últimos, desenvolvem a sua atividade 

entomotóxica por ativarem persistentemente canais iônicos de sódio na musculatura dos 

insetos, fazendo com que haja uma despolarização persistente da membrana muscular, 

aumentando o número de potenciais de ação, causando a morte dos animais por paralisia 
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motora (DAVIES et al., 2007). Apesar de em nossas condições experimentais o DNQX, um 

inibidor seletivo dos receptores Ampa e Kainato (NAKANISHI, 1992), não ter previnido o 

bloqueio neuromuscular induzido pelo HPC, o mesmo foi obtido pelo tratamento prévio das 

preparações com hidrato de cloral. Em insetos a neurotransmissão periférica é modulada tanto 

pelo neurotransmissor GLU (glutamato), excitatório, quanto pelo GABA (ácido-gama-

aminobutírico), que é inibitório (MAYER e WESTBROOK, 1987). Esses dois 

neurotransmissores parecem complementar-se no sentido de orquestrarem os fenômenos de 

contração e relaxamento da musculatura esquelética das pernas dos insetos, organizando a 

locomoção (HUBER, 1990). Em invertebrados os receptores de glutamato são do tipo AMPA 

que, quando ativados, induzem um rápido influxo de Na
+
 e Ca

+
 e um posterior efluxo de K+ 

(BHATT e COOPER, 2005). Os receptores ionotrópicos de glutamato que são canais iônicos 

integrais do tipo ligante-ativados são subdivididos em três subtipos, baseados na sua 

sensibilidade: Kainato (KA) (Ácido 2-carboxi-4-(1-metiletenil)-3-pirrolidinacético), AMPA 

(alfa amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato) e NMDA (N-metil-D-aspartato). Os 

receptores AMPA e os KA medeiam a neurotransmissão excitatória rápida, enquanto os 

receptores NMDA evocam correntes com cinéticas de ativação mais lentas (WASHIO, 2002). 

Nesse sentido os receptores NMDA localizam-se na membrana pós-sináptica das sinapses 

excitatórias e exibem maior permeabilidade ao Ca
2+

 do que os receptores AMPA e KA, 

característica que lhe confere um papel mais ativo em mecanismos neurotóxicos. Por sua vez, 

os receptores de glutamato metabotrópicos são acoplados a proteína G e participam dos 

mecanismos de resposta intracelular através da ativação de segundos mensageiros. Por esse 

motivo, são responsáveis pela geração de respostas pós-sinápticas mais lentas (KUBO, 2004).  

De fato a prevenção parcial do bloqueio neuromuscular pelo prévio tratamento das 

preparações com o hidrato de cloral, sugere que os compostos bioativos do extrato esteja 

ativando receptores ionotrópicos do tipo NMDA e AMPA (KORNHUBER e WELLER, 
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1997) Além disso, o prévio tratamento dos animais com bicuculina, um inibidor seletivo dos 

receptores GABA ionotrópicos, também previniu o bloqueio neuromuscular induzido pelo 

HPC. Esse último resultado sugere que a despolarização da placa motora dos insetos pelo 

HPC estaria em última análise aumentando a liberação do neurotransmissor GABA, 

produzindo um aumento do recrutamento da musculatura inibitória (HUBER et al., 1990).  

Varios compostos inseticidas vegetais possuem atividade permeabilizante de membranas 

biológicas (STANIÇUASKI e CARLINI, 2012). Nesse sentido, a neurotransmissão 

ganglionar em baratas envolve a liberação do neurotransmissor octopamina (HUBER et al., 

1990). O tratamento prévio das preparações neuromusculares com fentolamina retardou o 

desenvolvimento do bloqueio neuromuscular em Nauphoeta cinerea. Esses dados sugerem 

que os compostos bioativos do extrato estejam despolarizando a região do terceiro gânglio 

metatorácico, na qual já foi descrita a presença de receptores AMPA e NMDA (I. HUBER et 

al., 1990).    

Em nossas condições experimentais, o ensaio do HPC in vivo também induziu 

alterações comportamentais importantes, caracterizadas pelo aumento na frequência do 

comportamento de grooming. Inicialmente esse dado, demonstra que os compostos químicos 

presentes no HPC induzem alterações sobre o sistema nervoso central do inseto.  O grooming 

em insetos caracteriza-se pelo movimento de limpeza das pernas e das antenas, tendo função 

de comportamento de corte, sinalização social, atividade de deslocamento, excitação e 

limpeza  (GAL e LIBERSAT, 2009). Apesar do centro neural envolvido no comportamento 

de grooming ainda ser desconhecido, foi demonstrado que o principal neurotransmissor 

associado com esta resposta é a dopamina nas antenas (LIBERSAT et al., 1999) e a 

octopamina nas pernas (GAL e LIBERSAT, 2010). Dessa forma, a modulação do grooming 

de pernas e de antenas sugere que os compostos bioativos presentes no HPC, estejam ativando 
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por meio de despolarização ou não, as regiões do gânglio subsofágico e supraesofágico 

responsáveis pela modulação do grooming em insetos (GAL e LIBERSAT, 2010).   

Nossos resultados confirmam o potencial biotecnológico da alga Antártica Prasiola 

crispa como um agente inseticida natural. O mecanimo da atividade entomotóxica é complexo 

e envolve alterações no sistema cardiovascular, bem como sobre o sistema nervoso central e 

periférico do inseto. As alterações sobre o sistema nervoso central reflete-se em uma 

modulação complexa do comportamento do animal. As alterações sobre o sistema nervoso 

periférico parecem ser mais intensas, levando a uma paralizia motora progressiva e 

irreversível, o que provavelmente estaria associada à morte dos indivíduos por 

neurotoxicidade. A presença de compostos químicos esteróis no extrato e a determinação da 

atividade bloqueadora neuromuscular desses substratos, sugere o envolvimento dessa classe 

de compostos no efeito entomotóxico induzido pela Prasiola crispa.  Nesse sentido, análises 

fitoquímicas futuras associadas a ensaios biológicos poderão identificar novos compostos 

presentes na alga, associados à atividade entomotóxica.  
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6. CONCLUSÕES 

Os dados apresentados nesse trabalho e as discussões geradas apartir dos mesmos 

permitem elencar as seguintes conclusões: 

 O extrato hexânico da alga Prasiola crispa exerce atividade entomotóxica em 

baratas da espécie Nauphoeta cinerea; 

 

 A atividade da enzima colinesterase não foi alterada significativamente em 

homogeinizado de cérebro de barata da espécie Nauphoeta cinerea; 

 

 O extrato hexânico de Prasiola crispa induz efeito cardiotóxico em coração de 

Nauphoeta cinerea; 

 

 O extrato hexânico de Prasiola crispa induz um bloqueio neuromuscular 

completo em baratas da espécie Nauphoeta cinerea sugerindo que a atividade 

sobre o sistema nervoso periférico seja o principal efeito tóxico desencadeado 

pela alga em insetos; 

 

 O extrato hexânico de Prasiola crispa também induziu alterações 

comportamentais importantes demonstrando atuar também sobre o sistema 

nervoso central modulando o comportamento de grooming; 

 

 A avaliação fitoquímica associada à análise bioguiada do extrato hexânico de 

Prasiola crispa identificou três compostos com atividade biológica semelhante  

a do extrato bruto: Campesterol, β-sitosterol e stigmasterol; 
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 Dos três compostos químicos identificados o  β-sitosterol foi o mais 

proeminente em induzir atividade neurotóxica; 

 

 Os dados reforçam o potencial biotecnológico da alga Prasiola crispa 

contribuindo para validar o esforço do governo Brasileiro na manutenção do 

Programa de Pesquisa do continente Antártico. 
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7. PERSPECTIVAS  

 Identificar outros compostos bioativos presentes no extrato; 

 Avançar no estudo da neurotoxicidade dos insetos por meio de ensaios 

eletrofisiológicos; 

 Avançar no estudo da neurotoxicidade induzida pelo extrato hexânico de Prasiola 

crispa por meio de ensaios de Biologia Molecular e de interação droga-receptor; 

 Experimentos com mamíferos.  
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