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RESUMO

Organismos adaptados a ambientes extremos como a Antartica tendem a apresentar uma
constituicdo unica em termos de metabdlitos secundarios. Desta forma, estudos que visem a
elucidacdo de efeitos bioldgicos de organismos vegetais oriundos destas regides sao
relevantes do ponto de vista biotecnoldgico. Este trabalho investigou 0 mecanismo envolvido
na atividade inseticida do extrato bruto da Prasiola crispa uma alga oriunda de areas de
degelo da Antartica, em modelos neurofisiologicos de baratas da espécie Nauphoeta cinerea.
Também foi investigado o mecanismo de a¢do dos compostos bioativos oriundos do material
vegetal, relacionado a essa atividade. A alga foi coletada, proxima a regido da estacdo
Polonesa Arctowski, na Baia do Almirantado. O mecanismo de toxicidade do extrato
hexanico da alga Prasiola crispa foi demonstrado inicialmente através de avaliacdes
toxicologicas em ensaios de letalidade para a determinacdo da DLso. Foram realizados ensaios
bioquimicos para determinacdo da atividade da enzima AChE sobre o homogeinizado de
cérebro de baratas. Também foram usados modelos biol6gicos in situ e in vivo com o intuito
de se verificar a atividade do extrato sobre diferentes sistemas fisiologicos desses animais
como o sistema cardiovascular, sistema nervoso periférico e o sistema nervoso central. Nesse
sentido, usando a técnica do coracdo semi-isolado de baratas in situ, a de musculo coxal
abdutor-metatoraxico in vivo e a técnica para a medida da atividade de grooming in vivo. O
extrato hexanico de Prasiola crispa (HPC) foi preparado de acordo com a técnica fitoquimica
convencional. A andlise fitoquimica preliminar foi feita usando-se a cromatografia de camada
delgada (CCD). Assim, os ensaios para a determinacdo da dose letal minima (DLsg) nas
concentragdes 100, 200, 400 e 800ug/g de animal, demonstraram que a dose de 400ug/g
ocasionou a morte de 50% dos animais, sendo esta considerada a DLsy para Nauphoeta
cinerea, 24h apds a administracdo 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 800ug/g de
animal, néo inibe significativamente essa enzima (p>0.05, n=5 em triplicata). A avaliacdo dos
efeitos do extrato 100, 200, 400 e 800ug/g de animal, sobre a frequéncia cardiaca da barata,
demonstrou uma atividade cardiotoxica que foi tempo-dependente. Quando a dose do HPC
100ug/g foi ensaiada houve um efeito cronotrdpico positivo ndo significativo. Os ensaios com
as doses sucessivas induziram um efeito cronotropico negativo, que foi méximo para a dose
de (800ng/g) o efeito foi de 35+3bat./min (n=6, *p<0,05). A obtengéo dos registros da forca
de contragdo muscular em animais tratados com o HPC 100, 200, 400 e 800ug/g de animal,
resultou em um blogueio neuromuscular progressivo dose e tempo-dependente. Em todos o0s
registros ficou evidente o aparecimento de contracbes espontaneas ap6s 15-30min do
tratamento com HPC. Nessa série de ensaios a dose de 800ug/g do HPC induziu o maior nivel
de inibicdo da forca de contracdo muscular, que foi de 100% em 120min de registros (n=6,
*p<0,05). O pré-tratamento dos animais com cloral hidratado 10ug/g de animal, um
bloqueador do receptor de N-metil-d-aspartato (NMDA), aumentou o tempo para o blogueio
das contragdes musculares em 50%, e inibiu o0 aparecimento de contragdes espontaneas. O
pré-tratamento com a bicuculina 2,5ug/g de animal, um bloqueador dos receptores GABA,
inibiu parcialmente o efeito bloqueador neuromuscular induzido pelo HPC 800ug/g (n=6,
*p<0,05). A analise 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 solucdo salina foram de 153+8s/30min para pernas
75x5s/30min para antenas. Quando o DMSO 10% foi ensaiado ndo houve alteragdo das
respostas, em relacdo ao controle salina, para o grooming de antenas e uma leve diminuicao
néo significativa do grooming de pernas. A administracdo do HPC nas concentrac¢des de 100,
200, 400 e 800ug/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



para as pernas, respectivamente (*p<0.05). Quando as maiores doses foram ensaiadas houve
uma diminui¢do nas respostas de grooming que foi m&xima para o de antenas e pernas,
culminando com a extingdo da atividade com a dose de 800ug/g (n=30, *p<0.05). Na
determinacdo dos compostos quimicos do HPC feita por ensaios de Ressonancia Magnética
Nuclear foram identificados trés cristais com alto grau de pureza caracterizado como
fitoesterois: B-sitosterol (24a-etil-colest-5-enol) (m/z 414,71), Campesterol (24a-metil-colest-
5-enol) (m/z 400.68) ¢ Stigmasterol (24a-etil-colest- 5,22-dienol) (m/z 412,69). Dos trés
compostos identificados, o B-sitosterol foi 0 mais ativo em induzir neurotoxicidade sobre o
sistema nervoso periférico. Em conjunto os resultados apresentados nesse trabalho,
demonstram que o extrato hexanico de Prasiola crispa induz atividade entomotdxica em
modelo de Nauphoeta cinerea. Esse efeito toxico seria prevalente sobre o sistema nervoso
periférico. A inducdo de alteracbes sobre a taxa de grooming demonstra que 0S compostos
bioativos presentes no extrato atingem o sistema nervoso central do inseto produzindo
alteragBes complexas nessa area. O efeito cardiotdxico contribui para o desenvolvimento do
efeito letal induzido pelo extrato em baratas. A determinacdo de compostos fitosterdis
reforcam que esses compostos devam estar associados aos efeitos toxicos observados no
extrato. Ensaios fitoquimicos futuros para a determinacdo de novos compostos presentes no
extrato poderdo contrubuir para a elucidacéo da atividade entomotoxica.

Palavras-chave: Alga, Nauphoeta cinerea, atividade entomotoxica, neurotoxidade, sistema
nervoso.



ABSTRAT

Organisms adapted to extreme environments such as Antarctica, tend to present a unigque
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 LDs,. 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 (LDsp) at 100, 200, 400 and 800 pg/g of animal
weight, demonstrated that the dose of 400 pg/g induced 50% lethality, that was considered the
LDs, 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 800ug/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 ug/g of animal weight on cockroach heart rate,
showed a time-dependent cardiotoxic activity. When the HPC 100 ug/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 pg/g 35+3 beat./min;
(n=6,*p<0,05). The recordings of cockroach neuromuscular twich-tension with HPC 100,
200, 400 e 800 pg/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 pg/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 10ug/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 pg/g of animal weight a GABA receptor
blocker, partially inhibited the neuromuscular blockade activity induced by HPC 800ug/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



the antenna grooming, and a slight but not significant decrease in the leg grooming was
detected. HPC 100, 200, 400 and 800 pg/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 800ug/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: p-sitosterol
(240-¢etil-colest-5-enol) (m/z 414,71), campesterol (24a-metil-colest-5-enol) (m/z 400.68) e
stigmasterol (24a-etil-colest- 5,22-dienol) (m/z 412,69). B-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. INTRODUCAO
1.1. Continente Antartico

A Antartica (Fig. 01) compreende todas as terras localizadas abaixo do paralelo 60°. A
Ilha Rei George (610 50°S, 620 15"W) esta localizada no Arquipélago Shetlands do Sul
(Antartica Maritima). No interior da ilha localiza-se a Baia do Almirantado, uma regido
abrigada com microclima muito distinto do encontrado em outras partes da ilha,

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

A constituicdo litoranea é formada, principalmente, por rochas e sedimento vulcanico,
¢ caracterizado por altas radiacdes, salinidade, baixa precipitacio e temperaturas
extremamente baixas. O clima da regido sofre influéncia das correntes oceanicas e ventos
provenientes do oeste. O verdo é curto e frio, com temperatura maxima em torno de zero grau
centigrados, ocorrendo, durante este periodo, incessantes chuvas e precipitacdo acentuada de
neve. A luminosidade € limitada principalmente pela nebulosidade. Por essas condigbes
climéticas extremas, a Antértica é uma das regides geograficas mais sensiveis as mudancas
climaticas, principalmente as causadas pelo aumento da concentracdo de gases do efeito
estufa os quais tém contribuido para a fragmentacdo de grandes porc¢des de gelo, e para o

aumento gradativo da area de regides de degelo (FERRON, et al., 2001).

No verdo a Baia do Almirantado é habitada por inimeras espécies de animais, como
focas, pinguins e outras aves marinhas. Os ecossistemas das areas livres de gelo sdo mantidos
pela grande aporte de nutrientes dos efeitos dos animais marinhos, fornecendo condigdes
favoraveis para a diversidade vegetal nas zonas marginais das pinguineiras (TATUR et al.,
1997). Juntamente com a estabilidade do terreno, a radiacdo solar tem grande importancia
para 0 estabelecimento das comunidades vegetais nas areas livres de gelo, com estreita

relacdo com diversos fatores ambientais, constitui um indicador eficiente das condicdes locais
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em termos pedoldgico, geomorfoldgico e hidrologico (SANTANA, 2006; FRANCELINO et

al., 2007).

Apesar de a Antartida ter sido descoberta em 1599, de acordo com PUTZKE e
PEREIRA (2001), os primeiros estudos botanicos foram realizados durante uma expedicéo
cientifica conduzida por J. Torrey em 1823, ele é considerado o primeiro botanico que coletou
e descreveu uma espécie da Antartida o liquen Usnea fasciata Torrey. Entre 1829-1830 J.
Eights foi o primeiro a coletar bridfitas, algas marinhas e gramineas na Antartica Maritima.
Em 1843, J. D. Hooker realizou coletas na recém-descoberta Ilha Cockburn préximo a
Peninsula Trinity, enquanto participava da Expedicdo Antartica de Ross, tendo sido

publicados os resultados em HOOKER e WILSON (1844).

Foi o ultimo continente a ser descoberto pelo homem e, por isso, o conhecimento dos
recursos naturais e bioldgicos esta ainda em fase inicial de exploracdo. Ao mesmo tempo
representa a possibilidade de que erros cometidos durante a exploracdo de outros continentes
sejam evitados, permitindo que o ambiente natural seja preservado com o minimo de
perturbacdes. Por esta razdo, nos termos do Tratado Antartico, a Antartica é definida como o
“continente para ciéncia” (ATCPS, 1996). Em consideragéo a intensa atividade humana, foi
criada nesta regido a “Area Antartica Especialmente Gerenciada” (Antarctic Special Managed
Area-ASMA) da Baia do Almirantado objetivando minimizar o impacto sobre a biota da

regido (SIMOES et al., 2001).

Pelo fato da Antartica ser a regido mais preservada do planeta, ¢ uma das mais
vulneraveis as mudancas ambientais globais. Por esta razéo, as alteragdes no meio ambiente
Antartico, provocada pelo homem ou naturalmente, tem o potencial de provocar impactos
biolégicos, ambientais e socioeconémicos, que podem afetar o sistema terrestre como um

todo. Porque é uma parte essencial do sistema ambiental global, a regido da Antartida ndo sé
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envia sinais climaticos que afetam o clima global, mas também absorve sinais climaticos

globais.

Figura 01 - Mapa do continente Antartico.
Fonte: (http://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%Alrtida#mediaviewer/File: Antarctica.svg). Acesso em 03 de
dezembro de 2014.

1.1.1. Comunidades vegetais de areas de degelo da Antartica

Segundo OCHYRA (1998), a Antértica é a Unica regido do mundo que possui biota
terrestre compreendendo quase que unicamente de organismos de nivel organizacional menos
complexo. Sendo que a distribuicdo das comunidades vegetais, conforme PUTZKE e
PEREIRA, (1995), dependem principalmente da luz, uma vez que se tem um periodo de verdo
com aproximadamente 20 horas luz por dia e um periodo de inverno com apenas 2 horas de
luz dia. Segundo ALLISON e LEWIS-SMITH (1973); LONGTON (1982), a duragdo da
cobertura de neve, temperatura, a curta espessura do solo, baixa precipitacdo, brisa marinha e
coldnias de aves, sdo condi¢Bes que associadas a fatores locais, tais como a estabilidade da
superficie, tipo de rocha e erosédo eolica, sdo criticos para sua ocorréncia, estabelecendo nitida

definicdo nos limites de sobrevivéncia, fazendo com que certas espécies sejam altamente
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especializadas e 0s seus nichos, as vezes, tao restritos que podem ser bons indicadores das

mudangas ambientais.

No continente Antartico as comunidades vegetais desenvolvem-se no verdo, apos a
neve do inverno anterior desaparecer (PUTZKE e PEREIRA, 1995). Em termos quantitativos,
as coberturas vegetais na peninsula ocupam pouco mais de 3% da &rea total (entorno de 16
hectares), concentrando-se principalmente proximo da linha costeira. As comunidades
vegetais nas areas de degelo da Antartica sdo constituidas predominantemente por bridfitas;
Sanionia uncinata (Hedw.) Schwaegr. Ocorrem mais de 50 espécies de musgos nesta baia,
sendo o Polytrichum o género mais comum na area (OCHYRA, 1985). As cianobactérias
ocorrem em superficies cobertas por sedimentacdo fina e em pequenos depdsitos de agua de
degelo. As algas macroscopicas ambas pertencentes ao filo Chlorophyta (alga verde),
especialmente Prasiola crispa, crescem associadas as col6nias ou ninhos de aves,
representantes de Prasiola cladophylla sdo raramente encontradas e ocorrem principalmente
em linhas de drenagem com &gua de degelo. Os liquens (fungos liquenizados) estdo
representados em praticamente todos os ambientes, constituindo-se no grupo com a maior
biodiversidade da regido, com mais de sessenta espécies identificadas até o momento. As
plantas com flores Colobanthus quitensis e Deschampsia antarctica, pertencentes as familias
Gramineae-Poaceae e Caryophillaceae, respectivamente, ocorren somente nas areas mais
quentes do continente (LEWIS-SMITH, 1972) e crescem associadas a musgos ou liquens,

sendo mais frequentes em areas onde ocorrem col6nias de aves.

Estudos com comunidades vegetais na Antartica possuem uma histéria muito recente
guando comparadas com os estudos em regides tropicais e temperadas. Entretanto, existem
areas com excelentes descri¢des de sua vegetacdo, como por exemplo, as llhas Shetlands do
Sul (LINDSAY, 1971; FURMANCZY e OCHYRA, 1982; HU, 1998), llhas Signy (LEWIS-

SMITH, 1972), llha 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 vegetacdo em suas fisionomias, agregando os dados de estudos

floristicos e, as vezes, ecolégicos como em (PEREIRA e PUTZKE, 1994; HU, 1998).
1.1.2. A alga Prasiola crispa

A vegetacdo de macroalga de habitat terrestre na zona polar tem atraido um interesse
consideravel nas ultimas décadas. Dada a sua tolerancia as condicdes extremas tipicas destas
regides, as macroalgas polares sdo um assunto ideal para estudar adaptacdes a condi¢bes
extremas polares. As algas verdes do género Prasiola estdo entre os mais comuns em regides
polares e de frio temperado. Os membros deste género sdo encontrados em uma ampla gama
de habitats, incluindo solo Umido, rochas naturais, fluxo de funcionamento répido, agua de
derretimento do gelo e rochas em costas maritimas. Prasiola crispa € relatada como a espécie
mais comun de Prasiola nas regides polares, onde é normalmente associada a habitats ricos
em nitrogénio organico (particularmente em locais de hospedagem de col6nias de pinguins na
Antértida). A Prasiola crispa (Fig. 02) é uma alga terrestre eucariética verde encontrada em
areas de degelo do continente Antéartico (KOVACIK e PEREIRA, 2001). Apesar de serem
escassos 0s estudos envolvendo a anélise das interacdes biologicas dessa alga, caracteristicas
interessantes como propriedades adesivas tem sido descritas por plantas do género Prasiola
sp. (MOSTAERT et al., 2006), reforcando o conhecimento do seu papel no ecossistema
Antartico bem como o seu potencial biotecnologico. Além disso, estudos realizados com
outras trés espéecies Deschampsia antarctica Desv., Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. e
Polytrichum juniperinum Hedw, demonstraram baixo poder de toxicidade em células de

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

1.2. Agrotoxico.

No Brasil de acordo com a lei n.° 7.802, de 12 de julho de 1989 (BRASIL, 1989) e 0
decreto n.° 4.074 de 04 de janeiro de 2002 que regulamenta esta lei (BRASIL, 2002)
agrotoxicos sdo os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas, também de ambientes urbanos, hidricos e industriais cuja finalidade seja alterar
a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos

considerados nocivos.

Os inseticidas naturais foram utilizados mundialmente até a década de 40, quando 0s
produtos sintéticos passaram a ganhar espaco a partir da Il Guerra Mundial, devido a
necessidade de aumento da producao de alimentos com baixo custo (VIEGAS JR, 2003). Por
outro lado, se no inicio a ideia do uso de inseticidas quimicos parecia interessante do ponto de

vista econdémico, a sua ampla toxicidade tornou-se um problema. Devido a baixa seletividade
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desses compostos, insetos ndo pragas estdo suscetiveis aos seus efeitos aléem de um aumento
do acimulo de xenobidticos em ecossistemas. Um procedimento racional é o controle
seletivo, que deve ter como alvo uma particularidade fisioldgica do inseto alvo, de preferéncia
ndo encontrada em plantas e mamiferos hospedeiros. Os componentes bioquimicos ou vias

bioguimicas que sdo Unicos em insetos sdo considerados bons alvos para isso.

A grande maioria dos inseticidas afeta de alguma forma um dos cinco sistemas
biolégicos em insetos. Sendo estes o sistema enddcrino, producdo de energia, sistema
nervoso, a reciclagem de cuticula e o regulacdo hidrica (VALLES e KOEHLER, 2011). O
sistema nervoso é sem duvida o mais importante, podendo levar a alteracBes do
comportamento, tais como padroes de alimentacdo (NICOLAUS e LEE, 1999),
forrageamento (GUEZ et al., 2005), reproducdo (DELPUECH et al., 2005), migracdo e
termorregulacdo (GRUE et al., 1997), entre outros. Dessa forma, as moléculas alvos mais
comuns dos inseticidas neurotdxicos sdo os canais de sddio, os receptores GABA, as enzimas
colinesterases, 0s receptores nicotinicos de acetilcolina, os receptores de glutamato e o0s

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

Os inseticidas sdo considerados extremamente relevantes no modelo de
desenvolvimento da agricultura no Pais. Desde 2008 o Brasil é o pais que mais consome
inseticidas no mundo e s6 em 2010, utilizou mais de 800 milhdes de litros em suas lavouras.
Nesse sentido, o Brasil tem se destacado como o maior mercado de agrotdxicos no mundo,
ultrapassando os Estados Unidos com um total aproximado de R$ 17 bilhdes de reais
comercializados, somente em 2011 (SINDAG, 2011). Em oito anos, a quantidade utilizada
por area plantada no Brasil € mais do que o dobrou, passando de 70 kg por hectare em 1992
para mais de 150 kg por hectare em 2010, segundo o relatério de Indicadores do
Desenvolvimento Sustentavel (BRASIL, 2012), do Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE, 2012). O Mato Grosso, estado que mais consome sozinho, utilizou 113
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milhGes de litros. Em outubro de 2013, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) lancou o resultado do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (Para). O levantamento mostrou que 36% das amostras de alimentos analisadas em
2011 e 29% das realizadas em 2012 tiveram presenca elevada de agrotoxico. Além disso, 30%

apresentaram indices abaixo do permitido, mas que também pode ser nocivo a saude.
1.2.1. Atividade inseticida de compostos vegetais

As propriedades inseticidas de um numero de plantas tém sido investigadas ha
milhares de anos e algumas plantas podem substituir muitos meios sintéticos de controle
bioldgico. A este respeito, é importante ressaltar que os agentes naturais sdo 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 mamiferos e menos
agressivo ao meio ambiente sdo desejaveis e novas pesquisas estdo em busca de novos
biopesticidas. Cerca de 2000 espécies de plantas representando mais de 170 familias sdo
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), substancias extraidas
de plantas pode interferir diretamente com todas as etapas de desenvolvimento dos insetos.
Flavonoides, saponinas, terpenos, alcaldides e esterdides séo importantes quando se considera
a atividade inseticida de extratos vegetais (BELO et al., 2009). Neste contexto, o
conhecimento prévio sobre os efeitos de agentes quimicos presentes na Prasiola crispa
ajudaram a melhorar a avaliagdo dos impactos ambientais causados por inseticidas e

repelentes (BERRY et al., 2008).
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Do ponto de vista bioldgico, a coevolucdo entre as plantas e 0s insetos € reconhecida
(RYAN E BYRN, 1988) e pode explicar a selecdo de um amplo espectro de metabolitos
secundarios usados como defesa (BOWN et al., 2006). Atualmente, a maior motivacao para
se promover estudos para a determinacdo da atividade inseticida de compostos botanicos € o
baixo impacto ao meio ambiente associado a um custo ecoldégico minimo e certamente, a
demanda crescente por produtos saudaveis e atoxicos para 0s humanos e animais. Até o
momento, podem-se citar varios exemplos de sucesso na literatura, de compostos vegetais que
efetivamente demonstram atividade inseticida. Por exemplo, ADLER et al, (1987) utilizaram
uma formulacdo a base de extratos de sementes de “nim”, verificando a sua atividade
repelente, inseticida e inibidora do crescimento contra Blattella germanica 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 germéanica 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
eficiéncia 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 ja 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 populacdes resistentes de B. germénica a inseticidas,
comprovando a sua eficicia. Glicosinolatos foram isolados de Crambe abyssinica e
demonstram a sua eficadcia no controle de Musca domestica, Aedes aegypti, Tribolium
castaneum, Oryzeaphylum surinamensis, Diabrotica virgifera e B. germanica (TSAO et al.,

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

a elucidagdo do mecanismo de agdo responsavel pela atividade inseticida.

Atualmente, véarios estudos tém sido conduzidos na busca por novos compostos
naturais para aplicacdo biotecnoldgica. Partes destas pesquisas buscam atuar na cura e
prevencdo de uma série de doengas assim como encontrar compostos com atividades
citotoxicas. (PEREIRA et al., 2009; SUDATTI et al., 2009; BASTIANETTO e QUIRION,
2002; AVILA et al., 2008; WAGNER et al., 2006; WILLIAMS et al., 2004; PATEL et al.,

2007).

Do ponto de vista biotecnolégico, a demonstracdo do efeito neurotdxico associado ao
extrato de Prasiola crispa em baratas, colocara em evidéncia a sua aplicabilidade e dos seus
compostos quimicos isolados, como agentes inseticidas naturais. Esse aspecto vem ao
encontro das demandas atuais globais por compostos de baixo impacto ecoldgico e poder
residual. Também, devido as similaridades entre 0os componentes celulares e neuroquimicos
dos insetos comparados aos outros animais vertebrados, permitira vislumbrar o
desenvolvimento futuro de moléculas protétipo para o tratamento de doencas

neurodegenerativas.

A elucidagdo do mecanismo celular e bioquimico envolvido na atividade inseticida
induzida por extratos vegetais, bem como a identificacdo quimica dos compostos inseticidas,
vai ainda ao encontro da Portaria 318 de 27 de Dezembro de 2006 do Ministério da Defesa
que estimula a investigacdo de assuntos relacionados ao Continente Antartico. Nesse aspecto,
atende ainda a portaria 1.116 de 07 de julho de 2005, que institui a Politica Nacional de
Atencdo ao Portador de Doenca Neurologica, que estimula estudos como o que tem sido

proposto, para a investigacdo de compostos com notdria atividade sobre o sistema nervoso
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com potencial para o desenvolvimento de moléculas para o tratamento de doencas

neurodegenerativas.

Inseticidas quimicos utilizados para o controle de insetos sdo especialmente perigosos
em &reas urbanas uma vez que estes produtos podem afetar o homem e outros animais, poluir
0 ar, agua e até mesmo entrar na cadeia alimentar. Entdo, juntamente com o aparecimento de
insetos resistentes e outros efeitos colaterais negativos, a busca de formas alternativas de

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

1.2.2. InteragOes quimicas com macroalgas

Organismos adaptados a ambientes extremos como a Antartica tendem a apresentar
uma constituicdo UGnica em termos de metabdlitos secundarios. Neste contexto, plantas
oriundas desses ambientes, sdo fontes exclusivas de compostos com potencial biotecnologico

(BRAVO et al., 2001).

Plantas evoluiram e se adaptaram a diferentes condi¢cdes ambientais e seus metabolitos
secundarios parecem desempenhar papel essencial nesse processo (MATTQOS, 1988) (Tabela
1). Os organismos que vivem em regides polares sdo expostos as condi¢cbes ambientais mais
extremas do planeta, este fato levou ao desenvolvimento de estratégias naturais que 0S
permitem sobreviver nas condi¢cbes mais adversas da terra (PEREIRA et al., 2009). Dentre
estas estratégias de adaptacdo estdo a producdo de fotoprotetores, como micosporinas,
aminoacidos, citoneminas secretada por cianobactérias e flavondides secretados pelas plantas
(PEREIRA et al., 2009; MOSTAERT et al., 2006). Este fato demonstra a relevancia de um
estudo mais profundo sobre os efeitos biologicos desta alga, que pode apresentar em sua
constituicdo uma combinacao de compostos quimicos que, normalmente, ndo sédo encontrados

em nenhum outro organismo.
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O papel dos metabolicos secundarios ou produtos naturais € abordado em diversas
revisdes (HAY, 1996; PEREIRA, 1993; PAUL e PUGLISI, 2004) em capitulos 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 atuacdo de metabdlicos de macroalgas ser frequentemente associada a defesa
quimica frente a consumidores, sdo escassos 0s estudos objetivando a andlise da composicao
quimica e do mecanismo de acdo relacionado a atividade repelente/inseticida. Por exemplo,
em espécies de macroalgas verdes (Chlorophyta), metabolicos como sesquiterpenos e
diterpenos estdo fortemente representados, principalmente em espécies tropicais. Nesses
metabolicos, possivelmente o enol-acetato e o aldeido sdo os grupos funcionais bioativos mais
comuns (PAUL e FENICAL, 1987; HAY e FENICAL, 1988). Tais metabolitos tém acdo
toxica ou defensiva contra fungos, bactérias, ouricos-do-mar (larvas, ovos fertilizados e
esperma), peixes herbivoros e juvenis do gastropode Strombus costatus (PAUL, 1997; PAUL
e FENICAL, 1986, 1987). Os géneros Caulerpa (PAUL e FENICAL, 1987) e Halimeda
(PAUL e VAN ALSTYNE, 1992) sdo os mais estudados até o momento, destacando-se
quanto a producdo de metabdlicos que atuam como defesas quimicas contra diversos
herbivoros. O halimedatrial, um sesquiterpeno comumente encontrado em espécies de
Halimeda, constitui uma defesa quimica efetiva contra herbivoros e se sobressai aos demais
devido a sua alta concentracdo que pode representar 5% do peso seco de macroalgas deste

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

PRINCIPIOS CLASSE
PLANTAS ATIVOS QUIMICA AUTORES
Alcaldides
Nicotiana tabacum Nicotina Normonicotina nicotinicos (WIESBROOK, 2004)
Chrysanthemun (VIOVERBERG e BERKEN,
cinerariefolium Piretrina | - 11 Piretrides 1990)
Derris spp. Rotenona Rotendides (LIMA, 1987)
(RODRIGUEZ e
Quassia amara Quassina Quassinoides VENDRAMIM, 1995)
Stemona japonica Estemofolina Alcaldides (ISLAM et al., 2010)
Azadirachta indica Azadirachtina Limondides (ROEL et al., 2000)
Cymbopogon nardus Citronelal Terpendides (SHASANY et al., 2000)

1.2.3. Fitoesteroides em extratos vegetais

Os fitoesteroides tem uma ocorréncia 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
mamiferos. A semelhanca destes ndo se deve somente aos seus apectos estruturais, mas
também ao fato destes compostos quimicos exercerm nas plantas fungdes basicas similares as
desempenhadas pelo colesterol em células animais. Podendo ser encontrados em alimentos
ricos em lipidios como nozes, amendoin, frutas e graos (BRUFAUL et al., 2008). O 6leo de
soja contém 327mg de fitoesterdis em 100 gramas de 6leo. Os fitoesterdides correspondem a
30-60% da matéria insaponificavel desse dleo, sendo o B-sitosterol, 0 composto presente em

maior abundancia representando 50-80% do conteudo do 6leo (ITO, 2007).
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HICKS (2002) cita que, atualmente, ha mais de 200 tipos de esterdides identificados.
Por serem comumente encontrados nas fracbes menos polares de extratos vegetais, nos
ultimos anos, dos artigos publicados na revista Quimica Nova que abordavam constituintes
quimicos em plantas, 59,5% relatou a presenca de esterdides em seus extratos dos quais
40,5% identificaram o B-sitosterol e 26,6% identificaram uma mistura binaria comum de f-
sitosterol e stigmasterol, enquanto que 22,8% também relataram a presenca de esterdides na
forma glicosilada. Os fitoesterdis mais encontrados em compostos vegetais sdo: f-sitosterol,
stigmasterol, campesterol e brassicasterol (Fig. 03) (LAW, 2000). Apesar de serem comuns e

abundantes nas plantas ndo s&o menos importantes.

[-sitosterol Campesterol

Brassicasterol Stigmasterol

HO

Figura 03 - Representacdo da estéreoquimica dos principais fitoesterdides.
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 agdo dos insetos com o ambiente em que vivem é fundamental
para sua sobrevivéncia. Para que responda e reajam de maneira eficiente, 0 sistema nervoso
deve integrar tanto os estimulos externos como os internos. Para isso, células especializadas
(neurdnios) realizam essa funcédo através da conducgdo dos estimulos (GALLO, 2002). Assim
COMO ocorrem com outros animais, o neurénio dos insetos transmitem os estimulos recebidos
através de impulsos fisicos e quimicos. Para que isso ocorra a membra de seu axénio, quando
em repouso, possui uma polaridade, ao receber um estimulo, ocorre uma inversdo dessa
polaridade gragas ao potencial de agdo, que percorre toda a extremidade do axdnio até chegar
aos dendritos. Nessa regido, hd uma lacuna em relacdo ao neurbnio seguinte, a regido
sinaptica, o que obriga a transformacdo desse estimulo fisico em quimico, via
neurotransmissor. Essa substancia quimica percorre 0 espago entre o neurdnio e ao chegar a

célula nervosa seguinte, desencadeia um novo estimulo fisico.

Os corpos celulares dos interneurénios e neurénios motores sdo agregados com as
fibras que interligam todos os tipos de células nervosas formando centros nervosos chamados
ganglios (Fig. 5) (GULLAN e CRANSTON, 2005). Tipicamente, cada segmento do corpo
dos insetos possui um par de ganglios ligados por comissuras e unidos aos ganglios dos
segmentos adjacentes por conectivos (Fig. 4) (RANDALL et al., 2000; GALLO et al.,
2002). Os ganglios de todos os segmentos da cabeca sdo fundidos formando dois centros
ganglionares, o cérebro ou ganglio supraesofagico e o ganglio subesofagico (Fig. 4)
(GULLAN e CRANSTON, 2005). Nenhum dos ganglios contém um centro absolutamente
vital, razdo pela qual um inseto decapitado ainda pode caminhar (OSBOURE, 1996).
Evidéncias experimentais demonstram que a acetilcolina, a dopamina, a octopamina, a 5-

hidroxitriptamina e a histamina sdo os principais neurotransmissores do sistema nervoso
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ganglionar e central dos insetos. Por outro lado, o glutamato € o principal neurotransmissor
excitatorio da jun¢do neuromuscular de insetos, ¢ o acido y-aminobutirico (GABA) o
neurotransmissor inibitorio nessa sinapse periférica (TAYLOR et al., 1979; OSBOURE,

1996).

O sistema nervoso periférico é composto por todos os axénios dos neurbnios motores
que irradiam para os musculos dos ganglios do SNC e sistema nervoso estomodeal mais 0s
neurbnios sensoriais das estruturas sensitivas cuticulares (os 6rgdos dos sentidos) que
recebem estimulos mecénicos, quimicos, térmicos e visuais do ambiente (GULLAN e

CRANSTON, 2005).

Central and peripheral nervous system of cockroach

Figura 04 - Sistema nervoso de baratas. Arranjo de ganglios formando o corddo nervoso ventral composto, em
baratas, pelo géanglio supraesofagiano, 0 ganglio subesofagiano, trés géanglios toracicos 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.
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Figura 05 - Corddo nervoso ventral de uma barata. O Sistema Nervoso de insetos é formado por um corddo
nervoso ventral organizado em ganglios (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, sdo mais ou menos alongadas e possuem formato
cilindrico sendo bilateralmente simétrico. O corpo € dividido numa série de segmentos, 0s
metameros, e estes sdo agrupados em trés regides distintas: cabeca, torax e abdome (Fig. 06).
A cavidade corporal, também chamada de hemocele, é preenchida pelo fluido hemolinfa, e €
revestida pela endoderme e ectoderme. Os érgaos e tecidos sdo compostos de camadas Unicas
de células separadas da hemolinfa por membranas finas de tecido conjuntivo (GULLAN e

CRANSTON, 2005).

As baratas Nauphoeta cinerea (Fig. 07) sdo insetos-praga primitivos nos quais a
maioria dos sistemas fisiologicos é carente de especializagdo. Se por um lado, a falta de
especializacdo pode ser um entrave para a comparagdo com alguns sistemas bioldgicos

animais, do ponto de vista da neurotoxicoldgia torna-se um importante instrumento na
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investigacdo do mecanismo de acdo de compostos quimicos com atividade toxica sobre o

sistema nervoso (STANKIEWICZ et al., 2012).

Por exemplo, ja foram identificados mais de 200 neurotransmissores e seus respectivos
receptores no sistema nervoso de baratas, que sdo idénticos 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 juncdo neuromuscular da barata se vale do
neurotransmissor glutamato, muito comum no sistema nervoso de mamiferos, por produzir

contracdo muscular pela ativacao dos receptores de n-metil-d-aspartato (NMDA).

Além do glutamato, a juncdo neuromuscular de insetos se vale do neurotransmissor
acido-gama aminobutirico (GABA), do qual receptores ndo estdo confinados apenas na regiao
da juncdo neuromuscular, mas parecem estar espalhados por toda a fibra muscular (CULL-
CANDY e MILEDI, 1981). O papel fisioldgico dos receptores de GABA em insetos envolve
a abertura de canais de cloreto. Tanto na juncdo neuromuscular quanto no sistema nervoso
central, os receptores de GABA parecem estar envolvidos na sincronizacdo de respostas
excitatorias. Por essa razdo, as baratas sdo reconhecidas como modelos extremamente Uteis

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 varias fungdes do sistema nervoso por meio do
estudo de varias 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 tém como alvo principal o sistema nervoso, o que facilita de certa forma a
descricdo do seu mecanismo de acdo, bem como a evidenciacdo do grau de seletividade

(STANKIEWICZ et al., 2012).
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Como exemplos, podemos citar os piretroides naturais e sintéticos, que atuam por
causar uma ativacao persistente dos canais de sodio na juncao neuromuscular, induzindo uma
despolarizacdo persistente das membranas, letal para o inseto (SODERLUND, 2012). As
toxinas de venenos animais preferem a ligacao ao sistema nervoso central do inseto, levando a
um aumento na liberagdo do neurotransmissor dopamina, induzindo efeitos como letargia e
diminuicdo da locomocdo (WEISEL-EICHLER et al., 1999). Além desses mecanismos
celulares, também tem sido descritos aspectos bioquimicos, na intoxicacdo induzida por
agentes inseticidas naturais (BULLANGPOTI et al., 2006). Dentre os alvos bioldgicos
inerentes a essa atividade, destacam-se as enzimas colinesterases que em baratas, perfazem
mais de oito subtipos (HAUBRUDGE et al., 2002). Essas enzimas sdo 0s principais alvos dos
compostos organofosforados sintéticos. Por fim e em paralelo as interagdes com a(s)
enzima(s) colinesterase(s) também tem sido descritos outros aspectos bioquimicos
relacionados a um aumento do estresse oxidativo, associados a atividade letal de compostos

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

Confirmando dados da literatura que a barata é reconhecida como um modelo muito
util em estudos neurobiol6gico (HUBER et al., 1990). O campo de toxinologia deve muito ao
uso de varias preparacdes nervosas obtidas a partir de baratas que representam um excelente
modelo aplicado em metodos farmacoldgicos, especialmente em eletrofisiologia, que
desempenha um papel vital na maior parte da atividade de pesquisa em toxinologia. Uma
ampla gama de funcdes nervosas foi descritos com base em estudos em diversas partes do
sistema nervoso barata e as experiéncias podem ser realizadas em modelos naturais.
Principios biofisicos da fun¢do do sistema nervoso em insetos sdo da mesma forma como nos
mamiferos. Em ambos 0s grupos de animais neurotransmissores semelhantes podem ser
encontrados, embora a sua distribui¢do varie. Assim, as observacoes feitas em baratas podem

ser aplicadas quase que nos vertebrados.
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cursoriais
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Asa posterior
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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://gl.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 “Caracterizagdo fitoquimica e neurofarmacoldgica de compostos

inseticidas isolados de Prasiola crispa” teve como objetivo investigar 0s 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 Especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Verificar se 0 extrato bruto de Prasiola crispa induz atividade entomotdxica 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 prepara¢do nervo-

musculo coxal abdutor metatorédxico 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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¢+ ldentificar por meio de protocolos fitoquimicos e de analise bioguiada os compostos

bioativos associados a atividade entomotoxica.



40

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Baratas de ambos os sexos da espécie Nauphoeta cinerea. Os animais foram criados e
mantidos em insetario no Campus Séo Gabriel da UNIPAMPA, em temperatura controlada
(22-25°C) com oferta de &gua e ragdo 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. Solucdo salina

Composigédo: NaCl (150mM), CaCl2 (2mM), KCI (10mM), Tris-HCL (10mM). O pH
da solucdo salina foi ajustado para 6,8 com NaOH. As solucGes teste foram preparadas

imediatamente antes do inicio de cada experimento.

3.3. Coleta do material vegetal

A alga verde Prasiola crispa foi coletada em areas de degelo, proximas da regido da
estacao Arctowski Polonesa, Baia do Almirantado, Ilha Rei George (61° 50°- 62°15” S e

57°30’- 59° 00°W), na Antartida pelo Dr. Ant6nio Batista Pereira da Universidade Federal do
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Pampa-UNIPAMPA. O material vegetal foi seco em camara escura com circulacdo de ar a

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

3.4. Preparacéo do Extrato

Adicionou-se 1litro de solvente n-hexano ao material vegetal seco e em pé cerca de
100 gramas de Prasiola crispa (proporcdo pé/solvente = 1:10). O material vegetal moido foi
submetido ao processo de maceracao por 48h em 1L de solvente, ap6s a amostra foi filtrada
através de papel de filtro Whatman ndmero 1. Em seguida o solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio a 40-50°C e o extrato foi submetido a vacuo para a retirada do excesso
de solvente e ap6s armazenado em tubo de ensaio com tampa de rosca para 0s ensaios de

atividade bioldgica.

3.5. Dissolucéo do extrato hexanico da alga Prasiola crispa

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

preparado diariamente e previamente aos ensaios de atividade bioldgica.

3.6. Determinacéao da DLsg

O ensaio inseticida sobre Nauphoeta cinerea, foi realizado essencialmente como
descrito por KAGABU et al., (2007). Vérias concentracfes do extrato hexanico de Prasiola
crispa 100, 200, 400, 800ug/g de animal e DMSO 10ug/g de animal, foram injetadas entre o
terceiro e o quarto segmento abdominal de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. Todos 0s
experimentos foram feitos em triplicata (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 apés o tratamento. A dose minima em que 50% de baratas consideradas mortas foi
tomada como sendo a dose letal - DLso, baratas paralisadas também foram contabilizadas

como mortas.
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3.7. Analise Bioquimica

3.7.1. Determinacdo da atividade da enzima colinesterase

A inibicdo in vitro da AChE foi avaliada essencialmente de acordo com 0s ensaios
descritos por STURMER et al., (2014). Toda a quantidade de proteina foi medida de acordo
com BRADFORD (1976). Em resumo, cinco baratas da espécie Nauphoeta cinerea foram
injetadas com o Controle DMSO 10ug/g de animal e o extrato hexanico de Prasiola crispa
(100, 200, 400, 800ug/g de animal seis horas antes da andlise da acetilcolinesterase. Os
animais foram anestesiados por resfriamento a -5°C e os seus cérebros recolhidos apés a
remocdo da cuticula. O material foi misturado com 750ul de Kpi tampdo de pH 7,0
(500rpm/5min/4°C) onde 400ul do sobrenadante foi recolhido. Utilizou-se o sobrenadante
desta amostra 50ul onde foi adicionado a 50ul de DTNB (5mM), 500ul Kpi 0,21mM (pH 8,0)
e 25ul acetiltiocolina. A reacdo foi medida ap6s 60 segundos a 412nm usando um
espectrofotémetro UV-Visivel (modelo de evolucdo 60S, Thermoscientific, New Hampshire,

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

3.8. Ensaios Bioldgicos

3.8.1. Preparacéo coragdo semi-isolado

A preparacgdo coragdo semi-isolado de baratas (BAUMANN et al., 1982) foi utilizada
para avaliar os efeitos farmacologicos 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 dissecacgdo recoberta com isopor por meio
de alfinetes entomoldgicos com o lado ventral voltado para cima. As laterais do abddémen
foram cortadas com o auxilio de uma tesoura cirargica e uma pinga, removendo a cuticula

abdominal, expondo assim as visceras que foram cuidadosamente afastadas para que o
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coracdo fosse exposto. O coracdo foi banhado com solucdo salina (NaCl 150mM, CaCl2
2mM, KCI 10mM e Tris 10mM, pH 6,8 ajustado com NaOH) em temperatura ambiente. Apds
0s 5min iniciais para a estabilizacdo da frequéncia cardiaca, as diferentes concentraces do
HPC 100, 200, 400, 800ug/g de animal foram adicionadas sobre o coracdo, em um volume de
150ul/animal. A frequéncia cardica foi monitorada durante 30min com o auxilio de um
microscopio estereoscopio (Olympus, Damstat, Alemanha). Apds esse periodo, a preparacdo
foi lavada com solucdo salina e monitorada por mais 5min para verificar se houve
recuperacdo da frequéncia cardica. 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 eletromiogréfico

3.8.2.1. Preparacdo in vivo musculo coxal-abdutor metatoréxico de barata

Para os ensaios de atividade biologica foi usado a preparacdo in vivo nervo-musculo
coxal-abdutor metatoraxico de baratas da espécie Nauphoeta cinerea de acordo com
O'GARA et al., (1990), adaptado para condicBes experimentais (LUCHO et al., 2010) (Fig.
08). Os animais de ambos os sexos foram anestesiados por congelamento a -5°C durante 5-
10min. Apos a anestesia, os individuos foram acomodados em decubito dorsal, em uma placa
de dissecacdo recoberta com isopor. Apos a afixacdo do animal por meio de alfinetes
entomoldgicos, foi feita a dissecacdo da quitina da regido metatoraxica que compreende o

ultimo par de pernas, para a exposicao do nervo 05.

Nessa regido foi inserido um par de eletrodos de Ag/AgCl em forma de alfinetes, pelos
quais foram aplicados os estimulos elétricos. Foi usado um estimulador elétrico da marca
AVS (AVS Projetos, Sado Carlos-SP), que transmitiu estimulos de baixa frequéncia 0.5Hz,
0.2ms. A perna do animal foi amarrada com linha de sutura odontoldgica, 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 esta acoplado a uma placa A/D de interface
com o computador (Dell Vostro, Sdo Paulo-SP). Os registros da forca de contragcdo muscular
em resposta aos estimulos elétricos foram feitos pelo software de aquisicdo de dados AQCAD
(AVS), que também permitiu o armazenamento dos dados para posterior analise. Os registros
neuromusculares foram feitos durante 15min para a verificacdo da integridade da preparacéo e
apos esse periodo, foram injetados os tratamentos por meio de uma seringa de Hamilton em
um volume maximo de 40pl, na terceira porcdo abdominal da N. cinerea. Os registros foram
adquiridos durante 120min, para a verificacdo fidedigna da cinética de acdo dos compostos
ensaiados. Apos o término dos experimentos, os dados foram analisados usando-se o software
ANCAD (AVS), que permitiu a analise de parametros como a amplitude da forca de
contracdo neuromuscular, o tempo para bloqueio neuromuscular e o tempo de decaimento
constante de cada contracdo da barata. Os dados foram plotados como média * erro padrao de

no minimo seis experimentos (n=6).
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Figura 08 - Instalacdo 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 por¢do abdominal,
utilizando-se uma seringa Hamilton no volume maximo de 20uL, 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 ap6s
10min de tratamento e o tempo continuo em segundos de grooming foi medido durante um
periodo 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 10ug/g de
animal e com diferentes concentracdes do HPC 100, 200, 400, 800ug/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 avaliacdo 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. Anadlise fitoquimica do extrato hexanico de Prasiola crispa

Para o preparo de colunas cromatograficas classicas que foram feitas em
cromatoplacas de gel de silica 60F234 Merck. Os solventes empregados nas analises
cromatograficas foram hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. A reutilizacdo desses
solventes, quando em mistura e para a mesma coluna, foi realizada apds correcdo das
proporcOes das misturas usando refratdbmetro modelo Biobrix. A revelacdo das cromatoplacas
foi feita através de inspecdo a luz ultravioleta, nos comprimentos de onda em 254 e 365nm e
através do borrifamento com solucdo de sulfato cérico a 2% e é&cido sulfdrico, com
subsequente aquecimento em placa aquecedora. Apoés a evaporagdo do solvente, uma amostra
do extrato bruto 10mg foi enviada ao laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense, para a analise de RMN de
Hidrogénio (1H) por meio do equipamento Varian-Unity Plus 300, operando a uma
frequéncia de 300 MHz para analises de Hidrogénio, tendo tetrametilsilano como
referenciador interno e o cloroférmio deuterado (CDCI3) como diluente da amostra do extrato
bruto. Os valores de deslocamento quimico, que representa a escala de pares por milhdo
(ppm). As areas relativas dos sinais, nos espectros de RMN 1H, foram obtidas por integracéo
eletronica.

A purificacdo dos compostos bioativos de Prasiola crispa foi feita em coluna
cromatografica em gel de silica utilizando-se varios adsorventes. Foram coletas diferentes
fragbes, que foram ensaiadas quanto a atividade biologica em modelo de preparagédo
neuromuscular de baratas. Apos a identificagdo da atividade biologica, o(s) pico(s) de

interesse foi ressubmetido a anélise por RMN para comprovacéo de sua pureza.
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3.10. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + SEM e foram analisados pela analise
de variancia Two-Way ANOVA, seguido pelo teste "t" de Student. Um valor de p < 0,05
indicou significancia. As analises estatisticas e graficas foram feitas usando o Software

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

4.1. Determinacao da DLsy da Prasiola crispa em ensaios com Nauphoeta cinerea

Os ensaios de letalidade demonstraram que o extrato hexanico de Prasiola crispa
(HPC) induz atividade entomotdxica. Nesse sentido, a dose do HPC que foi letal para 50%
dos individuos foi considerada a dose letal minima (DLsp) em modelo de Nauphoeta cinerea,
em 24 horas (Fig. 10). A administracdo do controle com DMSO 10ug/g de animal induziu
mortalidade de apenas um animal. Na concentracgdo do HPC 100ug/g de animal houve
mortalidade de 1+0,06 animais. Com a dose de 200ug/g de animal houve a mortalidade
1+0,09 animais, e 6x1 com a dose de 400ug/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 ug/g

de animal foi considerada a DLsg

Numero de animais mortos

0 s l
COSI\TA';(CJ)'-E HPC HPC HPC HPC
(BMSO) (100ug/g) (200ug/g) (400pg/g) (800pg/g)

Figura 10 - Determinacdo da DLs, em baratas (Nauphoeta cinerea) administradas com diferentes
concentragdes do HPC ap6s 24 horas. Observe que a dose de HPC (400ug/g) induziu a morte de ~ 50% dos

individuos em 24 horas, sendo essa considerada a Dose Letal Minima(DLsg). * significancia 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 andlise da atividade da AChE em homogeinizado de cérebro de baratas da espécie
Nauphoeta cinerea (Fig. 11) com a aplicacdo de diferentes concentracdes de Prasiola crispa
100, 200, 400 e 800 pg/g de animal, n&o inibiu significativamente a enzima (p>0.05). Assim,
a analise do grupo tratado com HPC 100ug/g, demonstrou uma pequena inibicdo na atividade
da enzima com um valor de 81+36%. Quando a concentra¢do do HPC 200ug/g foi ensaiada, o
valor da atividade da AChE foi de 96£35% em relacdo ao controle DMSO. Com 0 aumento
da concentragdo do HPC 400pg/g, ndo houver alteracdo na atividade da AChE 100£32%. Na
maior dose do HPC 800ug/g houve uma inibicdo ndo significativa da atividade da AChE
77+28%, em comparacdo ao controle com DMSO. Para cada dose ensaiada foram usados

cinco animais em triplicata (n=5).
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Figura 11 - Efeito de diferentes concentracbes do HPC 100, 200, 400, 800 pg/g de animal sobre a atividade da
enzima acetilcolinesterase em homogeinizado de cérebro de Nauphoeta cinerea. No gréafico, cada barra
representa a média + E.P.M. da porcentagem de inibicao da acetilcolinesterase em relagdo ao controle DMSO
10ug/g. Foi usado o homogeinizado de cérebro de N. cinerea (n=5) ap6s seis horas do tratamento com o HPC
(* p>0.05) em comparagdo ao controle (DMSO).
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4.3. Efeito do extrato hexanico de Prasiola crispa sobre a frequéncia cardiaca de

Nauphoeta cinérea

A administracdo do HPC em preparacdo coracdo semi-isolado de baratas (Fig. 12),
induziu uma acéo cardiotoxica que foi dependente da concentracdo do extrato vegetal. Assim,
nas preparacfes controle com DMSO 10ug/g a resposta cronotrépica foi de 70+5bat./min.
Quando o HPC 100ug/g e 400ug/g foi ensaiado houve a indugdo de um efeito cronotrépico
positivo, caracterizado pelo aumento da frequéncia cardiaca 7845 bat./min e 82+4 bat./min,
respectivamente em 30min de registros. Porto outro lado, quando as doses de 200 pg/g e 800
pg/g foram ensaiadas houve uma diminuicdo na frequéncia cardiaca, 64+3 bat./min e 65+4
bat./min respectivamente em 30min de registros comparado ao controle DMSO. Apds a
lavagem da preparagdo com solucdo salina, houve reversdo dos efeitos cronotropicos
positivos e negativos (Fig. 13). Para cada dose testada foram usados seis animais (n=6

p=<0,05).

Figura 12 - Imagens representativas da preparagdo coracdo semi-isolado de baratas Nauphoeta cinerea. Note.
O coracdo é um tubo alongado, localizado na parte ventral, formado por valvulas com aberturas laterais
(ostiolos), onde o0 meio circulante é a hemolinfa. Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 - Frequéncia cardiaca de baratas da espécie Nauphoeta cinerea em preparacdo coracao semi-isolado
na presenca do HPC. No grafico cada ponto representa a média + E.P.M (n=6). Note a diminui¢do da
frequéncia cardiaca nas concentra¢es de HPC 200, 800ug/g de animal em 30min de registros. (w) Wash (HPC)
Extrato hexanico de Prasiola crispa (* p<0.05).

4.4. Preparacdo in vivo do musculo coxal-abdutor metatoraxico de barata

4.4.1. Atividades dose-resposta do extrato hexanico de Prasiola crispa em juncgdo

neuromuscular de barata

Para investigar os efeitos induzidos pelo HPC sobre o Sistema Nervoso Periférico de
barata, foi usada a preparacdo in vivo nervo-musculo coxal-abdutor metatoraxico. A
administracdo do DMSO isoladamente ndo interferiu com a forca de contracdo muscular,
durante 120min de registros (n = 6). A administracdo de HPC 100, 200, 400 e 800ug/g de

animal na regido da terceira por¢do 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 minima de
100 pg/g foi ensaiada produziu uma inibicdo 80 + 5% na forca de contracdo muscular (n = 6,
p<0,05). A administragdo da maior dose de HPC 800 pg/g induziu 100% de bloqueio da forca
de contracdo em 10min (n = 6, p<0,05). Na concentragdo de 200ug/g e 400ug/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 inicio do efeito bloqueador do extrato, houve um aumento
do ténus muscular seguido pelo bloqueio irreversivel das contragdes (Fig. 14b). O
aparecimento de contracBes espontaneas, na vigéncia do efeito do extrato também foi
observado. A adicdo do cloral hidrato 40ug/g, 15min antes do HPC 800ug/g, aumentou o

tempo necessario para 50% de bloqueio das contragdes (n = 6, p <0,05) (Fig 14C).



53

== Contrel (DMSO)
—— HPC {100ug/g)
=—lir— HPC (200ugJg)

120 - —— HPC [400ug g}

—d— H P (E00ug/g)

100

—

S0 4

>

s 4

40 4

Resposta contratil (%)

*

a —

'l
T
a 10 o 30 40 5 a

60 T

(=]

83 929 100 110 1120 130

Tempo (min)

Tempo (min)

L“W”“Ulluun. i

t 10 min
HPC

(400u9/9)

(Contragoes espontaneas)
'gl LL&LM L A MLU_\LLM-I\.LL\L&U\-LQ\\ALNL&L

10 min
Clﬂral h|dratad0 HPC

(40uglg) (400u9/9)

Figura 14 - (A) Atividade de diferentes concentragcdes do HPC sobre a resposta contratil em preparacdo nervo-
musculo coxal-abdutor metatoraxico de baratas da espécie Nauphoeta cinerea. (B-C) Inibicdo das contracfes
musculares espontaneas induzidas pela administracdo prévia do cloral hidratado 40pg/g em preparagoes tratadas
com HPC 800pug/g. (B) Registro representativo do ensaio com HPC 800 pg/g. (C) Tratamento prévio com cloral
hidratado 40 pg/g. ® aumento do ténus muscular; “ contragdes musculares espontaneas; w completo
blogueio neuromuscular. *significancia para p<0.05
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4.4.2. Efeito de diferentes tratamentos farmacologicos frente ao bloqueio neuromuscular

induzido pelo extrato hexanico de Prasiola crispa

A administracdo de DMSO 10pug/g isoladamente nos animais, ndo induziu alteragoes
da forga de contragdo muscular em 120min de registros (Fig. 15, 16, 17, 18) (n = 6, p<0,05).
Quando o HPC 800ug/g foi injetado nos animais houve a inducéo de bloqueio neuromuscular
completo em 10min de registros (n = 6, p <0,05) (Fig. 15, 16, 17, 18). A admisntra¢do dos
animais com bicuculina 2,5ug/g, isoladamente induziu um bloqueio da forca de contragédo
muscular de 40+6min em 120min de registros (Fig. 15) (n = 6, p<0,05). O tratamento prévio
dos animais com bicuculina 2,5ug/g de 15min, seguido da adminstracdo do HPC 800ug/g,
previniu parcialmente o bloqueio neuromuscular caracteristico do HPC 60+£6min, em 120min
de registros (Fig. 15, 16) (n = 6, p<0,05). A adicdo de cloral hidratado (10ug/g) isoladamente
induziu um leve blogueio das contragcdes em 30%=6min em 120min de registros (Fig. 15) (n =
6, p<0,05). Quando o HPC 800ug/g foi administrado apés um pré-tratamento com cloral
hidratado 10ug/g, houve também uma atenuacdo da resposta blogueadora neuromuscular do
extrato que ficou em 64%x9min em 120min de registros (Fig. 15, 16) (n = 6, p<0,05). Quando
os animais foram pré-tratados com a bicuculina 2,5ug/g seguida do HPC 800ug/g e
posteriormente com a adicdo do cloral hidratado 10ug/g houve uma reducdo ainda maior no

nivel de blogueio neuromuscular que foi de 40%+5min (Fig. 16) (n = 6, p<0,05).
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Figura 15 — Inibicdo parcial do bloqueio neuromuscular induzido pelo HPC 800ug/g pelo tratamento prévio
com Bicuculina 2,5ug/g de animal e Cloral hidratado 10ug/g de animal em preparag@es in vivo nervo-muisculo
coxal-abdutor metatoraxico de Nauphoeta cinerea. Em A, no gréfico, cada ponto corresponde a média + erro-
padrdo da porcentagem da resposta contratil. Note que a bicuculina e o cloral hidratado inibiram a resposta
blogueadora neuromuscular induzida pelo HPC 800ug/g. Em B registro representativo da contragdo muscular
na presenca da bicuculina 2,5ug/g de animal e HPC 800ug/g de animal (n=6 *p<0.05).
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Figura 16 — Efeito do tratamento prévio com bicuculina 2,5ug/g de animal e cloral hidratado 10ug/g de anima
ao extrato HPC 800ug/g sobre a resposta contrtil em preparagdo in vivo nervo-muisculo coxal-abdutor
metatordxico da Nauphoeta cinerea. No gréafico, cada ponto corresponde a média + erro-padrdo da
porcentagem da resposta contratil. Note o ensaio realizado com a adi¢do de bicuculina 15min antes do HPC
800 pg/g e 15min apos a adicdo do cloral hidratado onde houve uma inibi¢do de 40%+5 min do bloqueio
neuromuscular (n = 6, p <0,05).

Com a adi¢édo do Glutamato 4ug/g, 15min antes do HPC 800ug/g houve a prevencao
do bloqueio das contracdes em 55+5% em 120min de registros (n = 6, p<0,05). No pré-
tratamento com bicuculina 2,5ug/g, 15min antes do HPC 800 pg/g e apds 15min a adi¢éo do
Glutamato 4pg/g, houve o mesmo nivel de prevencdo do blogueio das contracfes 55+6%

durante 120min de registros (Fig. 17) (n = 6, p<0,05).
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Figura 17 - Efeito prévio da Bicuculina 2,5ug/g de animal e do Glutamato 4pg/g de animal sobre o bloqueio
neuromuscular induzido pelo extrato hexanico de Prasiola crispa (HPC) 800ug/g em preparagdo in vivo
nervo-musculo coxal-abdutor metatoracido de Nauphoeta cinerea. A, no gréafico, cada ponto corresponde a
média + erro-padrdo da porcentagem da resposta contratil (n=6). Note que a bicuculina e 0 GLU inibiram a
resposta bloqueadora induzida pelo HPC 800ug/g em 120min de registros. (p<0.05). B, Registro representativo
da contragdo muscular na presenca da bicuculina 2,5ug/g de animal, HPC 800ug/g de animal e GLU 4ug/g de
animal em 120min de registros.
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Quando o DNQX 10ug/g de animal foi ensaiado isoladamente causou o blogqueio de
40+£8% da forca de contracdo em 120min de registros (n = 6, p<0,05). A administra¢do do
DNQX 15min antes do HPC 400ug/g de animal ndo alterou significativamente a resposta do
HPC induzindo ainda um nivel de bloqueio de 90+10% das contragdes em 120min de
registros (n = 6, p<0,05). A fentolamina, usada isoladamente na dose 10ug/g de animal
causou um bloqueio de 40+8% de contragdes em 120min de registros (n = 6, p<0,05). Quando
a fentolamina 10pug/g foi previamente administrada 15min antes do HPC 400ug/g, induziu um
bloqueio de 70%+6% na resposta contratil em 120min de registros (Figura 18) (n = 6,
p<0,05). A administragdo do DMSO 10% ensaiado isoladamente na barata ndo interferiu com

as respostas neuromusculares, em 120min de registros (Fig. 18) (n = 6, p<0,05).
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Figura 18 - Inibicdo parcial do blogueio neuromuscular induzido pelo HPC 400ug/g pelo tratamento prévio com
DNQX 10pg/g de animal e Fentolamina 10pg/g de animal em preparag@es in vivo nervo-musculo coxal-abdutor
metatoraxico de Nauphoeta cinerea. No gréfico, cada ponto corresponde a média + erro-padrdo da
porcentagem da resposta contrétil. Note que a administragdo do DNQX 15min antes do HPC 400pg/g de animal
ndo alterou significativamente a resposta do HPC (N=6 *p<0.05).
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4.4.3. Ensaios da atividade neuromuscular com o0s compostos fitoesterdis

identificados no extrato hexanico de Prasiola crispa

A analise por ressondncia magnética nuclear do HPC resultou no isolamento e
identificacdo dos seguintes compostos: Campesterol (1), Stigmasterol (2) e B-sitosterol (3). A
administracdo do B-sitosterol 80ug/g de animal isoladamente induziu 100% de bloqueio da
forca de contracdo muscular em 120min de registros (Fig. 20) (n = 6, p<0,05). Quando 0
Campesterol 80pg/g de animal foi ensaiado, induziu 80+4% de bloqueio da resposta contratil
em 120min de registros (n = 6, p<0,05). A analise da atividade do Stigmasterol 80ug/g de
animal resultou em uma resposta de 60+6% da forca de contragdo muscular durante 120min
de registros (n = 6, p<0,05). Quando os trés compostos quimicos foram aplicados
simultaneamente 26,66% de cada composto quimico compondo a dose de 80ug/g de animal,
induziu 100% de bloqueio da forca de contracdes em 90min de registros (Fig. 19) (n = 6,

p<0,05).
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Figura 19 - Efeito do Campesterol 80ug/g de animal, Stigmasterol 80ug/g de animal e B-sitosterol 80ug/g de
animal sobre a resposta contratil em preparacao in vivo nervo-musculo coxal-abdutor metatoracido de Nauphoeta
cinerea. No gréafico, cada ponto corresponde a média * erro-padrdo da porcentagem da resposta contratil. Note
gue o B-sitosterol 80ug/g de animal foi a substancia capaz de inibir a resposta contratil similarmente ao extrato
bruto de Prasiola crispa 800ug/g (n=6 * P<0.05).



61

A
Controle
il
1min
60 %0 120 min
B

fi-sitosterol

‘lgl_ MMMIM“MM T T ——

1min

%|

=

L 120 min
B-sitost eml (80ug/e)

BLOQUEIO NEUROMUSCULAR PROGRESSIVO $

Figura 20 - Em A, registro representativo da for¢a de contragdo muscular na auséncia do B-sitosterol em
preparacdo tratada com o controle DMSO 10ug/g de animal. Em B, registro representativo da contracéo
muscular na presenca do B-sitosterol 80pg/g de animal.

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

A analise do comportamento de grooming (Fig. 20) realizada na cdmara de campo
aberto durante 30min demonstrou um aumento dependente do tempo, frente a adminstracdo
do HPC. Em experimentos controle DMSO, onde as baratas foram tratadas somente com
solucdo 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% né&o induziu
alteracdes na taxa de grooming quando comparado a solucdo salina. Quando o HPC 100ug/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
200ug/g 0 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 400ng/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

800ug/g houve a sessacdo 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: Autoria propria.
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Figura 22 - Efeito do extrato hexanico de Prasiola crispa sobre o comportamento de grooming de antenas
em modelo de Nauphoeta cinerea. No gréfico cada barra representa a media = E.P.M. de no minimo 30
experimentos. Note o0 aumento da taxa de grooming com a dose de 100ug/g de animal e subjacente diminuicéo
com as doses maiores (* p<0,05) comparada com o controle DMSO.
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Figura 23 - Efeito do extrato hexanico de Prasiola crispa sobre o comportamento de grooming de pernas em
modelo de Nauphoeta cinerea. No grafico cada barra representa a media + E.P.M. de no minimo 30
experimentos. Note o aumento da taxa de grooming com a dose de 100pg/g de animal e diminui¢cdo com as
doses de concentra¢des maiores (* p<0,05) comparada com o controle DMSO.
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4.6. Analise fitoquimica

Uma aliquota 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 presenca de diferentes
compostos quimicos no HPC, com melhor separacdo dos compostos para a mistura
Hexano/Diclorometano Fig. 23. O fracionamento, através de cromatografia em coluna de gel
de silica, da fase (Hexano/Diclorometano) da particdo do extrato hexanico da alga Prasiola
crispa resultou no isolamento e identificagdo como sendo, fitoesterdis (esterois de plantas),
através das informagdes fornecidas por seus espectros de RMN o; Campesterol (24a-metil-
colest-5-enol) peso molecular (400.68), Stigmasterol (24a-etil-colest- 5,22-dienol) peso
molecular (412.69) e B-sitosterol (24a-etil-colest-5-enol) peso molecular (414.71) (Fig. 24),
descoberta inéditas na espécie. A identificacdo individual de cada substancia foi realizada
levando-se em conta o padrdo de hidrogénacdo de cada atomo de carbono, os deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono, principalmente dos carbonos de ligacdo dupla, e ainda o

namero de metilas e multiplicidade destas, observadas nos espectros de RMN1H.
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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 fragGes.
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5. DISCUSSAO

Nesse trabalho foi demostrada a atividade neurobioldgica do extrato bruto de Prasiola
crispa. Também procedeu-se a identificagdo por RMN de trés compostos envolvidos na
atividade neurotoxica do extrato em baratas da espécie Nauphoeta cinerea. Serdo discutidos
abaixo 0s aspectos relacionados aos mecanismos envolvidos na atividade biol6gica de
Prasiola crispa sobre os diferentes sistemas neurofisiolégicos de baratas da espécie

Nauphoeta cinerea.

Os ensaios para a determinacdo da atividade entomotdxica do extrato bruto de
Prasiola crispa demonstraram que esse composto possui atividade letal para as baratas,
reforcando o seu potencial como inseticida natural. De fato nossos dados corroboram os de
ZEMOLIN et al., (2012), que demostrou que o extrato metandlico de Prasiola crispa também

é letal para a mosca das frutas Drosophila melanogaster.

Nesse sentido foi demonstrado no extrato hexanico a presenca de fitoesterdis
relacionados a atividade tdxica da Prasiola crispa. De fato, a literatura demonstra a relacdo
entre a atividade inseticida de extratos vegetais e a presenca de fitoesterdis (ZOLOTAR, et
al., 2002). TABATA et al (2008) demonstraram que em cultura de células de camundongos a
incubagdo do B-sistosterol induziu neurotoxicidade sobre os neurdnios. 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
investigagdo fitoquimica desses extratos levou a identificacdo de compostos como as
cumarinas, escoporona, escopoletina, umbeliferona, o limondide 11-B-acetoxiobacunona, e a

mistura dos esteroides stigmasterol, B-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 ndo inibe
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significativamente essa enzima. Esse dado reforca o fato de que o efeito entomotdxico do
HPC ndo deve estar associado a essa atividade, como foi também previamente demonstrado
por ZEMOLIN et al., (2012). Dessa forma é improvavel que pelo menos em parte a atividade

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

Em nossas condigfes experimentais quando o HPC foi ensaiado sobre o sistema
cardiovascular de Nauphoeta cinerea, demonstrou-se uma alteracdo significativa da
frequéncia cardiaca. A adicdo de anticolinesterasicos na preparacdo do coracdo semi-isolado
de baratas induz um aumento ou decréscimo da freqliéncia cardiaca, dependendo da
concentracdo ensaiada (POLSINELLI et al., 2010). Considerando-se que em nosso estudo o
HPC néo teve qualquer efeito sobre a atividade da acetilcolinesterase, este mecanismo parece
ndo estar envolvido no efeito cardiotdxico observado. Dessa forma os nossos dados sugerem
que o HPC estd atuando como um despolarizante dos nervos adjacentes ao coragdo, 0 que
poderia aumentar a liberacdo do neurotransmissor acetilcolina ou octopamina, induzindo
auteraces da freqliéncia cardiaca. Tal hipdtese parece comprovar-se pela demonstracdo 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 0 HPC em preparacgdes neuromusculares de N. cinerea demonstraram
um efeito bloqueador neuromuscular progressivo que levou a cessacdo completa das respostas
contrateis. Além disso, foram observadas contracfes espontdneas que indicam uma
despolarizacéo persistente da placa motora desses insetos (DOUGLAS e PATON, 1954). De
fato, o efeito induzido pelo HPC sobre a neurotransmissdo periférica de Nauphoeta cinerea
assemelha-se ao dos piretrdides. Em relacdo a esses ultimos, desenvolvem a sua atividade
entomotoxica por ativarem persistentemente canais idnicos de sodio na musculatura dos
insetos, fazendo com que haja uma despolarizacdo persistente da membrana muscular,

aumentando o numero de potenciais de acdo, causando a morte dos animais por paralisia
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motora (DAVIES et al., 2007). Apesar de em nossas condi¢fes experimentais 0 DNQX, um
inibidor seletivo dos receptores Ampa e Kainato (NAKANISHI, 1992), ndo ter previnido o
bloqueio neuromuscular induzido pelo HPC, o mesmo foi obtido pelo tratamento prévio das
preparacdes com hidrato de cloral. Em insetos a neurotransmissao periférica € modulada tanto
pelo neurotransmissor GLU (glutamato), excitatorio, quanto pelo GABA (acido-gama-
aminobutirico), que € inibitério (MAYER e WESTBROOK, 1987). Esses dois
neurotransmissores parecem complementar-se no sentido de orquestrarem os fenémenos de
contracdo e relaxamento da musculatura esquelética das pernas dos insetos, organizando a
locomocdo (HUBER, 1990). Em invertebrados os receptores de glutamato sdo do tipo AMPA
que, quando ativados, induzem um répido influxo de Na* e Ca* e um posterior efluxo de K+
(BHATT e COOPER, 2005). Os receptores ionotropicos de glutamato que sdo canais idnicos
integrais do tipo ligante-ativados sdo subdivididos em trés subtipos, baseados na sua
sensibilidade: Kainato (KA) (Acido 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 neurotransmissdo excitatéria rapida, enquanto os
receptores NMDA evocam correntes com cinéticas de ativagdo mais lentas (WASHIO, 2002).
Nesse sentido os receptores NMDA localizam-se na membrana pos-sindptica das sinapses
excitatorias e exibem maior permeabilidade ao Ca®* do que os receptores AMPA e KA,
caracteristica que Ihe confere um papel mais ativo em mecanismos neurotdxicos. Por sua vez,
0s receptores de glutamato metabotropicos sdo acoplados a proteina G e participam dos
mecanismos de resposta intracelular atraves da ativacdo de segundos mensageiros. Por esse
motivo, sdo responsaveis pela geracédo de respostas pos-sindpticas mais lentas (KUBO, 2004).
De fato a prevencdo parcial do bloqueio neuromuscular pelo prévio tratamento das
preparacdes com o hidrato de cloral, sugere que os compostos bioativos do extrato esteja

ativando receptores ionotropicos 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 ionotrépicos, também previniu o bloqueio neuromuscular induzido pelo
HPC. Esse ultimo resultado sugere que a despolarizacdo da placa motora dos insetos pelo
HPC estaria em ultima analise aumentando a liberacdo do neurotransmissor GABA,
produzindo um aumento do recrutamento da musculatura inibitéria (HUBER et al., 1990).
Varios compostos inseticidas vegetais possuem atividade permeabilizante de membranas
bioldgicas (STANICUASKI e CARLINI, 2012). Nesse sentido, a neurotransmissao
ganglionar em baratas envolve a liberacdo do neurotransmissor octopamina (HUBER et al.,
1990). O tratamento prévio das preparacdes neuromusculares com fentolamina retardou o
desenvolvimento do blogueio neuromuscular em Nauphoeta cinerea. Esses dados sugerem
gue os compostos bioativos do extrato estejam despolarizando a regido do terceiro ganglio
metatoracico, na qual ja foi descrita a presenca de receptores AMPA e NMDA (I. HUBER et

al., 1990).

Em nossas condi¢Ges experimentais, o ensaio do HPC in vivo também induziu
alteracbes comportamentais importantes, caracterizadas pelo aumento na frequéncia do
comportamento de grooming. Inicialmente esse dado, demonstra que 0s compostos quimicos
presentes no HPC induzem altera¢Ges sobre o sistema nervoso central do inseto. O grooming
em insetos caracteriza-se pelo movimento de limpeza das pernas e das antenas, tendo fungéo
de comportamento de corte, sinalizacdo social, atividade de deslocamento, excitacdo 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 € a dopamina nas antenas (LIBERSAT et al., 1999) e a
octopamina nas pernas (GAL e LIBERSAT, 2010). Dessa forma, a modulacdo do grooming

de pernas e de antenas sugere que 0s compostos bioativos presentes no HPC, estejam ativando
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por meio de despolarizacdo ou ndo, as regides do ganglio subsofagico e supraesofagico

responsaveis pela modula¢do do grooming em insetos (GAL e LIBERSAT, 2010).

Nossos resultados confirmam o potencial biotecnolégico da alga Antartica Prasiola
crispa como um agente inseticida natural. O mecanimo da atividade entomotoxica € complexo
e envolve alteragdes no sistema cardiovascular, bem como sobre o sistema nervoso central e
periférico do inseto. As alteracBes sobre o sistema nervoso central reflete-se em uma
modulagdo complexa do comportamento do animal. As alterages sobre o sistema nervoso
periférico parecem ser mais intensas, levando a uma paralizia motora progressiva e
irreversivel, o que provavelmente estaria associada a morte dos individuos por
neurotoxicidade. A presenca de compostos quimicos esterdis no extrato e a determinacdo da
atividade bloqueadora neuromuscular desses substratos, sugere o envolvimento dessa classe
de compostos no efeito entomotdxico induzido pela Prasiola crispa. Nesse sentido, analises
fitoquimicas futuras associadas a ensaios biolégicos poderdo identificar novos compostos

presentes na alga, associados a atividade entomotoxica.
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6. CONCLUSOES

Os dados apresentados nesse trabalho e as discussdes geradas apartir dos mesmos

permitem elencar as seguintes conclusdes:

>

4

L)

R/

O extrato hexanico da alga Prasiola crispa exerce atividade entomotdxica em

baratas da espécie Nauphoeta cinerea;

A atividade da enzima colinesterase ndo foi alterada significativamente em

homogeinizado de cérebro de barata da espécie Nauphoeta cinerea;

O extrato hexanico de Prasiola crispa induz efeito cardiotoxico em coracdo de

Nauphoeta cinerea,;

O extrato hexanico de Prasiola crispa induz um blogueio neuromuscular
completo em baratas da espécie Nauphoeta cinerea sugerindo que a atividade
sobre o sistema nervoso periférico seja o principal efeito toxico desencadeado

pela alga em insetos;

O extrato hexanico de Prasiola crispa também induziu alteracOes
comportamentais importantes demonstrando atuar também sobre o sistema

nervoso central modulando o comportamento de grooming;

A avaliacgdo fitoquimica associada a analise bioguiada do extrato hexanico de
Prasiola crispa identificou trés compostos com atividade biologica semelhante

a do extrato bruto: Campesterol, B-sitosterol e stigmasterol;
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% Dos trés compostos quimicos identificados o  [B-sitosterol foi o mais

proeminente em induzir atividade neurotoxica;

% Os dados reforcam o potencial biotecnoldgico da alga Prasiola crispa
contribuindo para validar o esfor¢co do governo Brasileiro na manutencdo do

Programa de Pesquisa do continente Antartico.
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7. PERSPECTIVAS

X/
L X4

B

*

X/
L X4

Identificar outros compostos bioativos presentes no extrato;

Avancar no estudo da neurotoxicidade dos insetos por meio de ensaios
eletrofisiologicos;

Avancar no estudo da neurotoxicidade induzida pelo extrato hexanico de Prasiola
crispa por meio de ensaios de Biologia Molecular e de interacdo droga-receptor;

Experimentos com mamiferos.
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NEUROTOXIC EFFECT INDUCED BY

Prasiola crispa ANTARCTIC-ALGAE
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Abstract: I this work we have di d the divect

i effect of Prasiola crispa methamelic extract at cockroach

mexromscular junctions. AL in vivo cockroach mewromuscular preparations the extract induced a progressive and irveversible
rewromuscudar blockade, which was preceded by an increase in the muscular tovus with the apy of sp itch

The p appia
twitches by 50%, whemeas &
the owset of

of chloral hyd)
sguaished both the p

@ w-methyl-d-aspartate receptor Wocker, increased the time to blockade of the musde

increase of toms and the appearance of sportaneous twitches, before
-'_.l"LJ "- A Ml Il (’“n O 1 'l ! ’-- --I ..’b .

muainly at usect mesromsscular junctions, Thergfore, the NMDA receptors must be the target of this pharmacological interaction,

A fovther phytochimical and pher togical investipati
of P crispa imsexticide effect.

Keywords: Prasiola crispa, Antarctic Algae, Acsrotoxic Bffect, Cockroaches, Neuromescular Junctions

Introduction
From the biological point of view, the co-evolution between
plants and insects are recognized (Ryan & Byrne, 1968)
and may expluin the sedection of a broad spectrum of
socondary metabolites used as defense (Le. one or & fow
plant chemicals antagonistic 1o insects) (Bown ef al., 2006).
Nowadays, there is 2 magor tmotivation to promote research
oa botanical insecticides with the low environmental cost
and minimal ecological impact, and a demand for heakthicr
products. Cockroaches are primitive pest insects, and
most of their fanctional systems are fairly unspecialized,
The cockroach pervoas system can be used not only 1o
& 1 the physiological aspects b insect and
matural compounds, but also &s an important mode of
biomedical rescarch (Stankiewicz ef al, 2012).

| Asousad Acavty Report 2012

“The thallodd green alga Prasiola crispa is abundant on the
upper shores of Antarctica, ofien near to and on penguin
benches. In this kabitat, the alg is exposed 10 2 number of
stressful conditions, which nay give rise to the development
of multiple survival strategies, induding the production of
different secondary metabolites (Harwood & Gushana, 2009;
Percira et al, 2009). The studies targeting P crispa biological
activity are scarce, and indeod, our group was the ploncer
in investigating the inherent insecticide activity of this alga
(Posser ef al, 2010). Despite the wealth of literature oo the
ecological and pesticidal effects, few studies of plant extracts
have considerad their mechanism of action. Therefore, to
the best of our knowledge, the present stady is likely 10 be
the farst on investigating the cellular aspects involved in the




action insecticide actions of Antarctic algaein cockroaches.
The aim of this work was to investigate the mechanism
involved in the insecticide effect of Prasiola crispa
methanolic extract, especially those related 10 the cellalar
interactions at insect neuromesculir junctions.

Animals
Cockroaches (Leurvlestes circumvagans) were reared with
water and food ad libitum, at controlled temperature
(22-25<C).

Reagents
All chemnicals and reagents used were of the highest purity
and were obtained from Sigma, Aldrich, Merck or BioRtad,

Plant material

Prasiela crispa (Lightfoot) Katring (1843) was collected
in the ice free arcas nar Arctowski Polish Base Region,
Admiralty Bay, King George Tsland (61 50" - 62 15 §
and 57% 30" - 59 00° W), Antarctica. The Prasiols crispa
methanolic extract (PCME) was produced as described
elsewhere (Posser et al,, 2010). The extracts where dissolved
in 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) previously to animal

In vivo Codkroach Metathoracic Coxal-Adductor
Nerve-Muscle Preparation
Wensed the i vivo cockroach metathoracic coxal-adductor
perve-mascle preparation as biological assay (Full &
Stokes, 2008). The aninsals were previously anesthetized by
t“mg(i‘(:luhlﬁmdmndﬁdcq-lnhqwxplm
1'."& £ by =
Mmﬂmmmﬂemlmw
software model AQDAD (AVS Instruments, Sko Carlos,
SP. Brazil) with 2 1g force transdecer model AECAD
(AVS Instruments). Suy imal clectrical stimuli
(5 ms, 0.5 Hx) was defivered at nerve 5 by insertion of a
bipolar Ag/Ap(] dlectrode, coupled 1o a stimulator (AVS
Instruments), during 120 min. Drugs (40 pL) were injected
with a Hamilton syringe st the third abdominal

Statistical amalysis
The results were presented as mean + SE. The

ANOVA/MANOVA, was used for significance (p < 0.05).
The non- parametric Stadent “C test was used as a post hoc.

The administeation of DMSO alone did not interfere with
the musde strength (n - 6) dering 120 min recordings. The
injection af PCME (100, 200, 400 and 800 yugfg of animal
blockade in 120 min recordings. When the minimum
dose ol 100 pg/p was assayed there was 80 + 5% blockage
of twitches in 120 min recordings (n = 6, p < 0.05). The
injoction of (800 pg/g) PCME indeced 100% blockade
of twitch tension in 10min (n - 6, p < 0.05). In all doses
tested, before the onset of extract neurotoxic effect, there
was 3 previous increase of musculsr tonus followed by 2
hlockade of the twitches. The appearance of spontancous
post-twitches, during the first 30min recordings was
iwmul'lbcuidlmddnlwﬂm(nyg)a
n-metiyl-d-aspartate roceptor astagonist, 15 min previously
ml‘(‘MF(mwg)lmndd\cliuwmmdlo%
blodkade of the twitches (from 70 + 2 min 0 110 + 3 min,
n =5, p<0.05). In this protocol, there was also an inhibition
of the tonus increasing effect,

Discussion
In this work we have dealt with the cdlular aspects of the
extract. In this respect, we have confirmed this latter effect
and, in addition, we abserved a direct interaction of the algae
biocompounds at the cockroach nesromsuscalar junctions.
A number of plants have boen ascribed as natural
insecticides and their active constiteents isolated and
chanacterized (Pavela, 2005). Such plants, synthesize several
chemical constitients which act by inhibiting insect growth,
feeding and by altering other important physiological
parameters (Viegas Junior, 2003). In cockroaches,
the ular transmission releases gl
as chemical itter 1o p the muscle
twitches by activation of the insect n-methyl-d-aspartate
(NMDA) receplor (Peoples & Weight, 1993) Aamrq
to vur results, PCME induced a prog
doaollmoa mkl-udiumﬁmlhuml«inm

ir ular activity. N
imdsﬂhcﬂhmmmthmtm
syster, Natural and sy ic paretroids for example, act by

cansing a persistent acti of muscle sodinm channd:

inducing an irreversible and lethal depolarizing effect
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(Soderhund, 2012). Others, like insect venoms, prefer the spontancoas twitches were extinguished after chloral
central nervoas system as target, inducing a decrease in the hydrate, which d that the depolarizing action
redease of the ister dopamine to canse lethargy of PCME is caused possibly by the activation of NMDA
and motion weakness (Weisel-Fichler ef al, 1999). In the receptors. The results are of notorions importance because
ase of PCME, it seems that the algae biocompounds are it reinforces the potential biotechnalogical application
activating the NMDA receptors st the insect end plate. The af Prasiols crispa. To note, NMDA receptor subunits are
first due for this theory comes from the ohservation that particularly involved in several ONS pathologies induding
chioral bydrate, an NMDA blocker, is able to redece the acute and chromic pain, stroke, head tranma, drug-induced
potency of the newromuscular blockade induced by the dyskinesias, and d i in Al s i and
algac extract. Therefore, having followed this treatment, Parkinson’s d (Dinglodine et al., 1999). The evidence
no increase in mascular tonas was seen, indicating that that P crispa possess secondary metabolites that interact
NMDA receptors were not activated. In addition, the with NMDA receptors not anly demsonstrates the cockroach
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mechanism of insecticide interactions, as well as, showed
its yield potential for the develop of NMDA-receptor-
seloctive therapeutic agents.
Conclusion

blockade in Lewmlestes circumvagans. The latter offect is
probably evoked by activation of insect NMDA receptors at
the motor end plate. The resalts also confirm the presence of
polent insecticide chemical constituents in Prasiols crispa
extract a5 future candidates for the development of NMDA-
receptor-selective therapeutic agents,
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