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RESUMO

No cenério atual de contaminacgdo sistémica dos ecossistemas, pelo uso inadequado
de agrotoxicos, especialmente inseticidas, a sintese de bioinsumos é uma alternativa
rentavel e sustentavel. A graminea Eragrostis plana € um empecilho para a atividade
agropecuéria brasileira, desde que foi inserida no pais acidentalmente na década de
50. Embora o seu potencial alelopéatico seja bastante relatado na literatura, ha
poucos estudos a respeito de sua composicao fitoquimica. Neste trabalho propomos
uma nova Vvisao sobre essa espécie, onde associamos o perfil fitoquimico com os
efeitos bioldégicos em ensaios bioquimicos, comportamentais e eletrofisiologicos de
Nauphoeta cinerea administradas com extrato hidroalcoolico de E. plana (EHEP). Os
resultados demonstraram que a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e
taninos em E. plana é tempo-dependente. Observamos o aumento da atividade de
autolimpeza (grooming) das pernas quando os animais foram tratados com EHEP.
Quercetina, um dos compostos majoritarios observados no perfil fitoquimico de E.
plana, demonstrou modular a atividade de grooming de pernas e antenas,
demonstrando que 0 composto age nas vias responsaveis por esse comportamento.
A locomogdo também foi significativamente alterada pelo EHEP, aumentando a
distancia percorrida pelos animais e diminuindo o tempo de parada e o niUmero de
episodios de imobilidade. Além disso, observamos a inibi¢cdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e diminuicdo da resposta contratii muscular nos
tratamentos com EHEP. Portanto, este trabalho demonstra o potencial
biotecnolégico do capim-annoni-2, que demonstra modular as principais vias de
sinalizacdo dos invertebrados, sugerindo uma provavel acdo como bioinseticida.

Palavras-Chave: Metabolismo secundario. Anticolinesterasico. Bioinseticidas.
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ABSTRACT

In the current scenario of systemic contamination of ecosystems, by inappropriate
use of pesticides, especially insecticides, the synthesis of bioinsumers is a profitable
and sustainable alternative. The grassy Eragrostis plana is an obstacle to Brazilian
agricultural activity, since it was accidentally inserted in the country in the 50's.
Although its allelopathic potential is well reported in the literature, there are few
studies about its phytochemical composition. In this work we propose a new view
about this species, where we associate the phytochemical profile with the biological
effects in biochemical, behavioral and electrophysiological tests of Nauphoeta
cinerea administered with hydroalcoholic extract of E. plana (EHEP in portuguese).
The results demonstrated that the presence of phenolic compounds, flavonoids and
tannins in E. plana is time dependent. We observed increased self-cleaning activity
(grooming) of the legs when the animals were treated with EHEP. Quercetin, one of
the major compounds observed in the phytochemical profile of E. plana, has been
shown to modulate the grooming activity of legs and antennae, demonstrating that
the compound acts in the pathways responsible for this behavior. Locomotion was
also significantly altered by EHEP, increasing the distance traveled by the animals
and decreasing the time of stopping and the number of episodes of immobility. In
addition, we observed inhibition of acetylcholinesterase enzyme activity (AChE) and
decreased muscle contractile response in EHEP treatments. Therefore, this work
demonstrates the biotechnological potential of capim-annoni-2, which demonstrates
modulating the main signaling pathways of invertebrates, suggesting a probable

action as a bioinsecticide.

Keywords: Secondary metabolism. Anticolinesterasic. Bioinsecticides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sustentabilidade na agricultura

A demanda por técnicas de manejo na zona rural que visam a reducédo do
impacto ambiental, advindo da industrializacédo da atividade agricola, surgiu no Brasil
entre as décadas de 1960 e 1970. Essa busca por novas op¢des de manejo foca em
alternativas com maior biodegradabilidade, porém, que ainda permitam o melhor
desempenho econdmico da atividade agricola (DE ASSIS; ROMEIRO, 2002).

Embora as préticas alternativas tivessem seus proponentes alocados na
categoria de retrogrados frente a modernizacdo da agricultura no pais naquela
época, a preocupacdo com a saude do solo, manutencdo da biodiversidade e a
garantia de qualidade da producdo mostra-se cada vez mais constante (DE ASSIS;
ROMEIRO, 2002). Além do equilibrio ecolégico como premissa basica da producéo
de base agroecoldgica, destaca-se também a importancia de reduzir, mesmo que
gradativamente, o uso dos defensivos agricolas convencionais (PORTO; SOARES,
2012).

1.2 Defensivos agricolas

Os insumos quimicos utilizados na agricultura convencional visam evitar a
perda da produtividade em funcdo dos danos ocasionados por plantas invasoras,
insetos, fungos e demais organismos (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).
Entretanto, o uso indiscriminado desses produtos pde em risco a salde humana, a
qualidade do ar e dos recursos hidricos (MATEO-SAGASTA; ZADEH; TURRAL,
2018), bem como a biodiversidade (SOUZA et al., 2017). Segundo a Associagao
Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO), foram registradas 34.147 notificagbes de
intoxicagéo por defensivos agricolas no Brasil de 2007 até 2014, mesmo ano em que
o faturamento da industria desses insumos movimentou cerca de doze bilhdes de
dolares (CARNEIRO et al., 2015).

O modelo de agricultura quimico-dependente do agronegécio brasileiro pode
perder credibilidade no mercado de exportacdo de alimentos a medida que sao
desenvolvidas pesquisas que revelam o0s possiveis mecanismos de acéo
teratogénica (UGGINI; PATEL; BALAKRISHNAN, 2010), bem como os efeitos



17

neurotéxicos (DEMICCO et al., 2009; JOCANOVIC; KOSANOVIC, 2010) desses
produtos.

Os defensivos com agéo inseticida geralmente sdo comercializados na forma
de organofosforados, carbamatos, organoclorados e piretroides. Na literatura esses
quimicos sdo frequentemente associados a intoxicacbes de seres humanos e
animais domésticos, como dermatites (MELO; OLIVEIRA; LAGO, 2002), disfuncdes
respiratérias (CASSAL et al.,, 2013), disfun¢des cognitivas, motoras e sensoriais
(COLOSIO; TIRAMANI; MARONI, 2003), alteragBes endodcrinas (ALEWU; NOSIRI,
2011), aumento da predisposicdo a arritmias cardiacas (PERES et al., 2007) e
doencas neurodegenerativas como o Parkinson (BHATT; ELIAS; MANKODI, 1999).

Além dos efeitos nocivos a saude humana, defensivos agricolas comumente
atuam de forma ndo-especifica sobre os organismos, ou seja, a aplicacdo desses
compostos na tentativa de contornar o problema das pragas, acaba por afetar
animais que ndo se enquadram no objetivo desses defensivos, como 0s animais
polinizadores (PINHEIRO; FREITAS, 2010). Num cenario de contaminacgao
sistémica, nota-se que a aplicacdo de insumos nos cultivos agricolas, especialmente
agueles empregados em monoculturas, € uma das principais causas do exicio em
massa de abelhas e outros importantes polinizadores. Esses produtos oferecem
risco ao equilibrio dos ecossistemas e esses danos podem se tornar irreversiveis.
(CARNEIRO et al., 2015; GOMES, 2017).

1.3 Bioinseticidas

No contexto atual, a busca por substituintes ou complementares organicos
para os defensivos agricolas tem sido amparada pelo mercado de desenvolvimento
de biodefensivos, como os bioinseticidas (DE VASCONCELOS; GONDIM; BARROS,
2006). Os inseticidas a base de extratos vegetais apresentam diversas vantagens
em relagdo ao uso de inseticidas sintéticos, além de ndo serem tOxicos aos seres
humanos, apresentam facil obtencdo da matéria-prima, baixo custo operacional e a
minimizacdo do impacto ambiental gerado pelos defensivos convencionais, por se
degradarem rapidamente no ambiente (BELO et al., 2009).

Fitocomplexos apresentam uma gama de mecanismos de acdo, devido a
variabilidade de compostos ativos na sua constituicdo, que podem ser explorados a

fim de obter um produto com atuagéo mais especifica sobre os organismos (BELO et
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al., 2009). Assim, uma analise fitoquimica preliminar viabiliza o estudo de plantas
que produzem naturalmente, como produtos do seu metabolismo, compostos com
acdo inseticida, para que essas possam ser empregadas na sintese de

biocompostos.

1.4 Metabolismo vegetal

Metabolismo é a denominacao do conjunto de rea¢Bes quimicas, que ocorrem
no meio intracelular dos organismos vivos. Em vegetais, o metabolismo é dividido

em duas partes: primario e secundario (Figura 1) (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Figura 1: Rotas que compdem o metabolismo vegetal

Fotossintese
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Fonte: Taiz; Zeiger (2017).

O metabolismo primario compreende as reacfes essenciais a sobrevivéncia
da planta, ou seja, que estdo diretamente relacionadas aos seus processos de
crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Os metabolitos primarios, como séo

denominados os produtos dessas reacfes, Sd0 compostos essenciais ou
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intermediarios que atuam nas vias catabolica e anabdlica e sdo comuns a todas as
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Por outro lado, os produtos do metabolismo secundario, como o0s terpenos e
compostos fendlicos, fornecem a planta um conjunto de estratégias quimicas para a
aclimatacdo as condi¢cdes ambientais, ou seja, determinam a forma como as plantas
respondem ao ambiente. Esses compostos séo liberados de acordo com a taxa de
incidéncia da radiagéo solar, em interacdes de facilitagdo, competicdo, defesa contra
herbivoros e patégenos (SEPULVEDA-JIMENEZ; PORTA DUCOING; ROCHA
SOSA, 2003; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os metabdlitos secundarios estdo presentes em todo o corpo vegetal e sédo
liberados no ambiente na forma de compostos sollveis em &gua, por volatizacéo,
lixiviagdo, biodegradacédo ou ainda, pela exsudacao radicular. Essas micromoléculas,
produzidas em pequena escala pelas plantas, variam em funcdo e complexidade
estrutural, de acordo com suas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas (TAIZ;
ZEIGER, 2017). A compreensdo dos mecanismos de acdo dos metabdlitos
secundarios contribui para o desenvolvimento de defensivos naturais a base de

extratos vegetais, especialmente bioinseticidas.

1.5 Capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees)

O capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees) (Figura 2) € uma graminea
pertencente a Familia botanica Poaceae, sendo uma espécie tropical, estival e de
origem Sul Africana. Foi introduzida no Brasil em 1950, como contaminante de lotes
de sementes importadas de capim-de-rhodes (Choris gayana Kunth) (DE
MEDEIROS; FOCHT, 2007). Essa espécie apresenta rapido crescimento, longa fase
reprodutiva e, em razdo do seu alto potencial alelopatico, essa espécie exotica
consegue se estabelecer em diferentes ambientes e consolidar um banco de
sementes no solo (DALBOSCO, 2013).

A liberacdo dos produtos do metabolismo secundario de E. plana no ambiente
prejudica a germinacdo de outras espécies vegetais, um fendbmeno conhecido como
alelopatia. Assim, o capim-annoni-2 passa a competir com as espécies forrageiras, o
que confere a pastagem altos teores de fibra e baixa digestibilidade, causando
injurias ao gado (BRUNING, 2007).
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No Bioma Pampa, E. plana € modelo de estudo para o fenbmeno de
alelopatia (DALBOSCO, 2013; FIORENZA et al.,, 2016). Entretanto, ha baixa
prospeccdo sobre o seu perfil fitoquimico e inexistem trabalhos que correlacionam

seus compostos com uma possivel atividade entomotéxica.



Figura 2 - Aspecto geral de capim-annoni-2 (Eragrostis plana Nees)
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1.6 Nauphoeta cinerea como modelo para a neurotoxinologia

Baratas Nauphoeta cinerea (Olivier) apresentam coloracdo marrom-
acinzentada, sao oviviparas e frequentemente utilizadas como modelo
neurobioldgico para a elucidacdo do mecanismo de acdo de novos agentes
inseticidas (CARRAZONI et al., 2016). A utilizacdo desses animais em bioensaios é
conveniente em razdo da facilidade de manipulagio em procedimentos
experimentais e da notavel semelhangca de seus neurotransmissores em
comparacao a modelos vertebrados. Adicionalmente, a reproducdo desses animais
gera proles abundantes (Figura 3) e o custo de manutencdo das colbnias € baixo
(RODRIGUES et al., 2013).

Figura 3 - Aspecto da porgdo dorsal de baratas adultas de Nauphoeta cinerea e momento da ecloséo

da ooteca

Fonte: A autora (2018).

O sistema nervoso (SN) desses insetos localiza-se na porcao ventral e é
constituido por ganglios, que inervam o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
nervoso periférico (SNP) (Figura 4).



23

Figura 4 - Esquema do sistema nervoso de Nauphoeta cinerea. Em A: ganglios supraesofagico e
subesofagico (ligados ao cérebro); B: ganglios protoracico, mesotoracico e metatoracico (conectados
ao SNP enervando as pernas da barata); C: seis ganglios abdominais (responséaveis pelo sistema
estomatogastrico)

Fonte: Bruna Borges (2018).

Como demonstrado na literatura, 0s insetos realizam grooming, um
comportamento de higiene que consiste na autolimpeza de diferentes partes do
corpo. O comportamento de limpar pernas e antenas € modulado pela atividade de
dois principais neurotransmissores no SNP dos insetos, as aminas octopamina e
dopamina, respectivamente (LIBERSAT; PFLUEGER, 2004; GAL; LIBERSAT, 2010).
Ademais, outras vias de neurotransmissdo estado correlacionadas a sobrevivéncia
desses animais. Glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do SNP e,
juntamente com o neurotransmissor GABA (principal inibitério do SNP) (OSBORNE,
1996), modula as sinapses que ocorrem entre a por¢do terminal dos axdnios
motores e as células da placa motora (jungdo neuromuscular) (GERSCHENFELD,
1993).

Embora o SN de insetos possua uma gama de vias de neurotransmissao, a

via colinérgica, onde atua o neurotransmissor acetilcolina (ACh), costuma ser um
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dos principais alvos de inseticidas convencionais com acdo anticolinesterasica. O
principal foco desses produtos é a atividade da enzima AChE que, quando inibida,
gera o acumulo de ACh na fenda sinaptica, alterando consequentemente os padrdes
comportamentais dos insetos (OSBORNE, 1996; TARKOWSKI; LUTZ; BIRINDELLLI,
2004). O sistema colinérgico, juntamente com o sistema dopaminérgico, € uma das
vias de neurotransmissdo que regula a atividade locomotora em invertebrados (DE
JAEGER, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a toxicidade do extrato hidroalcodlico de Eragrostis plana (Nees)
(EHEP) sobre o sistema nervoso central e periférico no modelo experimental

Nauphoeta cinerea (Olivier).

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil fitoquimico de E. plana;

e Relacionar o metabolismo secundario de E. plana com seus efeitos
entomotoxicos;

e Avaliar as alteracdbes no comportamento de autolimpeza (grooming) de
baratas sob os efeitos do extrato hidroalcoodlico de E. plana (EHEP);

e Verificar se o EHEP altera o comportamento exploratério e a locomocao de
baratas;

e Avaliar o efeito do EHEP sobre a atividade da enzima AChE em baratas;

e Verificar se 0 EHEP exerce atividade direta sobre a juncdo neuromuscular de

baratas.
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3 METODOLOGIA

A caracterizacao fitoquimica de Eragrostis plana foi realizada no Laboratério
de Fitoquimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS. A
preparacdo do extrato hidroalcodlico e o0s experimentos comportamentais,
eletrofisioldgicos e bioquimicos foram conduzidos no Laboratério de Neurobiologia e
Toxinologia (LANETOX) da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) - Campus
Sao Gabriel, S&o Gabriel, RS.

3.1 Quantificacao fitoquimica de Eragrostis plana (Nees)

A caracterizacdo fitoquimica de E. plana foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e foi utilizado um sistema de HPLC (Shimadzu,
Kyoto, Japédo) e auto injetor Shimadzu (SIL-20A), equipado com bombas alternativas
(Shimadzu LC-20AT) ligadas a um desgaseificador (20A5 DGU) com um integrador
(CBM 20A), detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) e software (LC solution SP1
1.22).

Analises cromatogréficas foram realizadas em fase reversa sob condi¢cfes de
gradiente utilizando coluna Cis (4,6 mm x 150 mm) carregada com particulas de
didmetro 5 um; a fase movel utilizada foi 4gua contendo 2 % de acido acético (A) e
metanol (B), e o gradiente de composicéo foi: 5 % (B) durante 2 min, 25 % (B) até 10
min, 40, 50, 60, 70 e 80 % (B) a cada 10 min, seguindo o método descrito por
Kandem et al. (2012) e Da Silva et al. (2014) com pequenas modificacdes.

O extrato por infusdo de E. plana foi analisado a uma concentracdo de 20
mg/mL. O fluxo usado foi de 0,7 mL/min; o volume de injeccdo de 50 uL e o
comprimento de onda foi de 271 nm para o acido galico, 280 nm para catequina e
epicatequina, 327 nm para acido cafeico, acido clorogénico e acido elagico e, 365
nm para quercetina, apigenina e rutina. As amostras e a fase moével foram filtradas
por meio de filtro de membrana de 0,45 um (Millipore) e em seguida desgaseificada
por banho de ultra-som antes da utilizagdo. As solucdes de referéncia foram
preparadas na fase mével para HPLC nas concentra¢des de 0,050-250 mg/mL para
catequina, epicatequina, quercetina, apigenina e rutina; e 0,20-200 mg/mL para
acido galico, &cido clorogénico, éacido elagico e acido cafeico. Os picos
cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu tempo de retencdo com
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os dos padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 600 nm). A curva de
calibracédo para o acido galico foi: Y = 13569x + 1344,9 (r = 0,9995); catequina: Y =
10932x + 1258,0 (r = 0,9987), acido clorogenico: Y = 12573x + 1206,5 (r = 0,9997);
acido cafeico: Y = 11872x + 1570,3 (r = 0,9996); acido elagico: Y = 12653x + 1367,5
(r = 0,9991); quercetina: Y = 13620x + 1337,6 (r = 0,9996), rutina: Y = 15983x +
1321,5 (r = 0,9998), apigenina: Y = 12784x + 1372,7 (r = 0,9996) e epicatequina: Y =
16423x + 1853,2 (r = 0,9998). Todas as opera¢cdes cromatograficas foram realizadas

a temperatura ambiente e em triplicata.
3.2 Extrato hidroalcodlico de Eragrostis plana (EHEP)

Partes aéreas de E. plana foram coletadas no periodo matutino, no més de
junho do ano de 2017, na Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) — Campus
Sao Gabriel, no municipio de Sado Gabriel — RS.

Para a obtencdo do extrato hidroalcodlico de E plana (EHEP), o material
vegetal coletado foi desidratado em uma estufa com circulagcéo forcada de ar a uma
temperatura de 60 ° C por sete dias, posteriormente triturado em Moinho de Facas

tipo Willey, com malha das peneiras de 1,70 mm (Figura 5).

Figura 5 - Aspecto de Eragrostis plana triturada em moinho de facas tipo Willey
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Fonte: A autora (2017).
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O material foi percolado em solucao hidroalcodlica 90 % confeccionada com
alcool absoluto 99,99 % (P.A.). ApOs a destilacdo por rotacdo utilizando um
Rotaevaporador aquecido a 60 °C, a solugcdo foi criodessecada a -80 °C
(CARRAZONI et al., 2014). O residuo seco da liofilizacdo foi diluido em &agua
ultrapura Milli-Q para a obtencéo das doses de EHEP: 5; 2,5; 5,0; 12,5; 25; 50 e 100
Mg/g animal.

3.3 Reagentes

Solucéo salina para insetos (SSI) (em mM: 150 NacCl; 2 CaClz; 10 KCl e 10
TRIS) foi utilizada como tratamento controle em todos os protocolos. Adicionalmente,

alguns ensaios foram executados com administracao de Quercetina (Sigma-Aldrich).

3.4 Modelo biolégico

Os bioensaios foram realizados com espécimes adultos (3 a 4 meses pos-
muda), de ambos os sexos, de baratas N. cinerea. Os animais foram mantidos no
Biotério Anipampa da UNIPAMPA - Campus S&o Gabriel, com temperatura e
iluminacdo controladas (+24°C e fotoperiodo de 12 h), em caixas de poliestireno
(34,4 cm de largura x 41,4 cm de comprimento x 16,8 cm de altura), com agua e
alimento (racdo para cachorro) ad libitum (DOS SANTOS et al., 2019).

Em todos os protocolos foram injetados (10 uL/animal) SSI, EHEP ou
Quercetina na terceira porcdo abdominal dos espécimes, diretamente na hemolinfa,

utilizando uma microseringa Hamilton.

3.5 Experimentos comportamentais

3.5.1 Grooming: comportamento psicomotor de autolimpeza

Os bioensaios de grooming foram executados apoés a injecdo de EHEP (5; 50
e 100 pg/g de animal) e SSI (tratamento controle), conforme descrito por Stirmer et
al. (2014). Para este protocolo foram utilizadas 30 baratas por tratamento. Esse
ensaio, que tem como principio a atividade de limpeza de antenas e pernas do

animal (Figura 6), foi monitorado pelo periodo de 30 minutos. Adicionalmente,
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guercetina, um flavonoide ja identificado e quantificado em E. plana (FIORENZA et

al., 2016), foi testado nas concentracdes (5; 50 e 100 pg/g de animal).

Figura 6 - Representagcéo do bioensaio de grooming em Nauphoeta cinerea. Em A: representacdo do
comportamento de autolimpeza das antenas e em B: comportamento de autolimpeza das pernas

A B

Fonte: Borges (2018).

3.5.2 Locomocao

A atividade locomotora das baratas foi avaliada conforme descrito por Leal et
al. (2018). Para este protocolo foram utilizadas 28 baratas por tratamento. Apds a
injecdo do EHEP (0,5; 2,5; 5; 12,5; 25; 50 e 100 pg/g de animal) e SSI (tratamento
controle), as baratas foram dispostas individualmente em caixas brancas de
poliestireno (15 cm de largura x 25 cm de comprimento x 7 cm de altura). A
locomogédo dos espécimes foi registrada durante 10 minutos por uma camera
Logitech® HD WEBCAM (Philips, Brasil), acoplada sobre o aparato experimental e
conectada a um computador Desktop (Dell, S&o Paulo, Brasil) (Figura 7). A partir dos
registros, os parametros foram calculados pelo Software idTracker® (Stoelting, CO,
USA). Nesses ensaios, foram avaliados os seguintes parametros: namero de
episodios de imobilidade, tempo de parada e distancia total percorrida. Os dados
foram analisados pelo Software Matlab®.
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Figura 7 - Representacdo do protocolo utilizado para testes comportamentais de locomogcao com
Nauphoeta cinerea. Em (A) o local destinado a manter o isolamento das caixas de testes. Em (B) a
camera de video responsavel pelos registros de locomocdo dos insetos e em (C), o monitor
responsavel por transmitir detalhes do comportamento de locomogé&o de cada animal

B
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Fonte: Bruna Borges (2018).

3.6 Preparacdo do nervo-musculo coxal-abdutor metatoracico in vivo de
baratas Nauphoeta cinerea

Os testes eletromiograficos, realizados para verificar a susceptibilidade do
Sistema Nervoso Periférico (SNP) das baratas ao EHEP, foram realizados conforme
descrito por Martinelli et al. (2014). Para este protocolo foram utilizadas 6 baratas por
tratamento, sendo estes: SSI (tratamento controle) e EHEP (5; 25 e 50 ug/g de
animal). Os insetos foram fixados individualmente em um suporte, em decubito
dorsal, com o auxilio de agulhas entomoldgicas. Uma das pernas do terceiro par foi
suspensa em um transdutor de sinal de forca de 1g (AVS Projetos, Sao Carlos, SP,
Brasil). O nervo 5 (regido toracica) foi estimulado a uma taxa de 0,5Hz/5ms, durante
120 minutos (Figura 8). Os registros foram obtidos por meio de um amplificador
AECAD 05 (AVS Projetos, Sao Carlos, SP, Brasil), digitalizados pelo Software
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AQCAD (AVS Projetos, Séao Carlos, SP, Brasil) e analisados pelo Software ANCAD
(AVS Projetos, Sao Carlos, SP, Brasil).

Figura 8- Representacdo do protocolo de juncdo neuromuscular com Nauphoeta cinerea. Em (A) o
estimulador elétrico, em (B) o eletrodo bipolar de platina, em (C) o transdutor isométrico, em (D) um
amplificador e em (E) uma representagdo do registro eletromiogréafico a ser analisado pelo software

Fonte: Bruna Borges (2018).

3.7 Ensaio in vitro da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A avaliacdo da atividade da enzima AChE foi realizada conforme o protocolo
de Sturmer et al. (2014), com algumas modificacdes. Para este protocolo foram
utilizadas 6 baratas por tratamento, realizados em triplicata. Foram administrados
SSI (tratamento controle), EHEP (5; 25; 50 e 100 ug/g de animal) e, passadas 4
horas de tratamento, os animais foram anestesiados por resfriamento a 5 °C.

As antenas de cada animal foram removidas e suas cabecas recolhidas e
armazenadas em 1500 yL de tampéo fosfato (Kpi: pH 7,0). Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas em um Powerlyzer (Powerlyzer 24 Homogenizer,

MO BIO) por 3 minutos e centrifugadas (1000 rpm/15 min/4°C). Foram recolhidos
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1000 uL do sobrenadante e a quantificacdo proteica dessas amostras foi mensurada
por espectrofotometria em uma leitura de A280 nm, utilizando espectrofotdmetro
NanoVue (NanoVue Plus, GE Healthcare). O volume de sobrenadante a ser utilizado
para a mensuracao da reacédo enzimatica foi determinado levando em consideragéo
os valores obtidos na quantificacdo proteica das amostras. Os respectivos volumes
de sobrenadante foram recolhidos para uma placa de microtitulacdo e foram
adicionados 50 pyL de DTNB (10 mM), 50 yL de tampéo fosfato (Kpi: pH 8,0) e 2,5 L
de acetiltiocolina e a reacédo foi mensurada em um espectofotometro UV-Visivel (A=
412 nm, durante 1 min) (modelo de evolucédo 60S, Thermoscientific, New Hampshire,

EUA). Os resultados foram analisados pelo software VISION Lite (Thermoscientific).

3.8 Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram realizados por delineamento de blocos casualizado
(DBC) e os animais foram escolhidos randomicamente. Os resultados foram
expressos como Média + Desvio padrao ou Média + Erro Padrdo da Média. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism 7.0 (Software Inc., San
Diego, CA), através do teste Tukey ou andlise de variancia (One / Two) — way
ANOVA, seguida pelo teste Bonferroni ou Dunnett como post hoc quando
necessario. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p <0,05.
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A analise fitoquimica de capim-anonni-2 demonstrou a presenca majoritaria

dos compostos: acido clorogénico, acido caféico e quercetina, independente do

tempo de armazenamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Compostos fendlicos e flavonoides presentes em Eragrostis plana. Laboratério de
Fitoquimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS

12 meses de

24 meses de

36 meses de

Compostos 2014 armazenagem armazenagem armazenagem
mg/g mg/g mg/g mg/g

Acido galico 29.82+£0.03 Ca 21.03+0.01 Bb 19.87 £ 0.01 Bb 14.61 + 0.02 Bc

Catequina 17.93 +0.01 Da 13.25+0.01 Cb 8.05 + 0.02 Cbc 7.03+0.03 Cc

Acido clorogenico
Acido cafeico
Acido elagico
Epicatequina
Rutina
Quercetina

Apigenina

46.05 £ 0.01 Aa

38.61 £ 0.02 ABa

19.38 + 0.01 Da
20.15 +0.03 Da
15.84 + 0.02 Da
40.17 £ 0.01 Aa

23.52+0.01 CDha

40.19 + 0.02 Aab
38.61 £ 0.01 Aa
18.07 + 0.03 Ba
21.35+0.02 Ba
14.62 + 0.01 Ca
38.51 +0.01 Aa
19.97 + 0.03 Ba

37.84 £ 0.01 Ab
35.62 £ 0.01 Aa
18.01 £ 0.03 Ba
23.49 +0.02 Be
7.81+£0.01Cb
35.72 +0.01 Aa
10.65 £ 0.02 Cb

28.19+0.01 Ac
27.86 £ 0.01 Ab
18.75 +0.03 Ba
20.06 £ 0.01 Bd
7.11£0.02 Cb
26.93£0.01 Ab
7.15+0.02Cb

Média + Desvio Padrao de trés determinacdes. Letras iguais mailsculas nas colunas e mindsculas
nas linhas ndo diferem pelo teste Tukey p < 0,05.

No primeiro ano de andlise (2014) a concentracdo quantificada foi de 46.05 +

0,01 mg/g MS™, 40,17 + 0,01 mg/g MS?* e 38,61 + 0,02 mg/g MS™, respectivamente
para os compostos acido clorogénico, quercetina e acido cafeico. Ainda, acido gélico
(29,82 mg/ g MSt) também foi detectado. Os demais compostos, como catequina,
rutina, acido elagico, epicatequina, rutina e apigenina também foram observados,
porém, em menores concentracdes (Tabela 1).

Adicionalmente, foi possivel identificar o mesmo comportamento nos trés
anos de armazenamento, porém com reducdo estatisticamente diferente,
especialmente no ultimo ano de armazenamento, 36 meses de armazenamento
(2017) (Tabela 1). Ainda, o &cido galico e catequina, jA no primeiro ano de
armazenamento (12 meses apds a coleta e analise) demonstraram diminuicdo na

concentracdo analisada (Tabela 1).
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4.2 Modulacéao de EHEP e quercetina no comportamento de grooming

A administracdo de EHEP e quercetina (5; 50 e 100 pg/g animal) alterou
significativamente os movimentos de autolimpeza de N. cinerea, principalmente das
pernas, quando comparado ao tratamento controle (Figura 9). O tratamento controle
apresentou tempo médio de 125 s + 15,27 de limpeza das pernas e 28 s + 3,91 de
limpeza das antenas. EHEP apresentou efeito dose-dependente (Figura 9 A), onde
observamos o maior aumento de grooming de pernas quando a menor concentracao
de extrato era administrada (5 pg/g animal = 353 s + 31,06; 50 pg/g animal = 262 s +
47,89 e 100 pg/g animal = 127 s + 20,17). EHEP néo alterou significativamente o
comportamento de limpeza das antenas, que se manteve constante em todos o0s
tratamentos (5 pg/g animal = 35 s + 5,31; 50 pg/g animal = 33 s £ 6,15 e 100 ug/g
animal = 25 s + 4,62).

Quando a quercetina, identificada como um dos compostos majoritarios em E.
plana (Tabela 1), foi administrada aos insetos, observamos modulacéo significativa
de ambos os comportamentos de limpeza (pernas e antenas) (Figura 9 B). A dose
intermediaria de quercetina (50 pg/g animal) induziu o maior aumento de tempo de
grooming de pernas (299 s + 16,12), seguida pelos extremos (5 pg/g animal = 242 s
+ 9,87 e 100 pg/g animal = 220 s + 15,1). O flavonoide quercetina também induziu o
aumento de grooming de antenas, onde apenas a menor dose mostrou-se
significativa (5 pg/g animal = 53 s £+ 3,91), enquanto as doses de 50 pg/g animal e
100 pg/g animal néo diferiram significativamente do controle (37 s £ 2,04 e 22 s *

1,45, respectivamente).
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Figura 9 — Comportamento de grooming modulado pela administracdo EHEP ou quercetina
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Os resultados foram expressos como Média + EPM através da andlise One-way ANOVA, seguida

pelo teste Dunnett, ****p < 0,0001, ***p < 0,001; n=30.
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4.3 Modulacéao de EHEP sobre alocomocéao de N. cinerea

A administracdo de EHEP (0,5; 2,5; 5; 12,5; 25; 50 e 100 pg/g animal)
interferiu de forma significativa no comportamento de locomoc¢édo dos espécimes de
N. cinerea, durante os ensaios in vivo (Figura 10). Os testes comportamentais de
locomocdo demonstraram que EHEP diminuiu o nimero de episédios de imobilidade
e o0 tempo de parada e aumentou significativamente a distancia percorrida pelos
animais. A dose de 5 pg/g de animal demonstrou ser a Unica significativa sobre os
parametros analisados. Observamos que essa dose diminuiu o niumero de episodios
de imobilidade (583 * 47,74) e o tempo de parada (1579 * 157,47) em relacdo ao
controle (episddios de imobilidade = 787 + 32,71; tempo de parada = 2267 +111,15)
(Figura 10 A e B). Ademais, a mesma dose aumentou a distancia percorrida pelos
animais em 149 cm em relacdo ao controle (controle = 143 + 16,8; 5 pg/g animal =
292 + 72,25) (Figura 10 C).
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Figura 10 — Locomocédo de Nauphoeta cinerea modulado pela administracdo de EHEP. (A): episddios

de imobilidade (n); (B): tempo de parada (s) e (C): distancia percorrida (cm)
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Os resultados foram expressos como Média + EPM através da andlise One-way ANOVA, seguida

pelo teste Dunnett, ***p < 0,001; *p < 0,05; n
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4.4 Diminuicao da resposta contratil induzida pelo EHEP

Os tratamentos com EHEP (5; 25 e 50 pg/g animal) também demonstraram
efeito dose-dependente, onde houve diminuicdo significativa da resposta contratil
das baratas em relacdo ao tratamento controle (100 % + 1,1 %) (Figura 11).
Observamos que a maior concentracdo de EHEP diminuiu 49% *= 13,9 % da
resposta contrétil, em relacdo ao tratamento controle, apos 70 min de registro. A
dose intermediéria (25 pg/g animal) diminuiu 73,4 % *+ 11,5 % da contracdo apés 80
min e a menor dose (5 pg/g animal) apresentou diminuicdo acentuada da resposta
contratil de N. cinerea aos 100 min de registro (85,2 % + 6 %).

Figura 11 - Efeitos do EHEP sobre a prepara¢é@o nervo-musculo coxal-abdutor de Nauphoeta cinerea
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Os pontos na figura representam a Média + EPM da porcentagem da resposta contratil em relagéo ao

tempo controle. As analises foram realizadas por Two-way ANOVA, seguido por teste Bonferroni,
*++kn < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; n=6.
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4.5 Inibicdo da atividade da enzima AChE pelo EHEP

A administracédo de EHEP (5; 25; 50 e 100 pg/g animal) demonstrou inibigao
acentuada da atividade da enzima AChE (Figura 12). Para o tratamento controle a
atividade enzimatica foi de 100 % * 0,35 % e a incubacdo com EHEP demonstrou
efeito dose-dependente sobre a atividade enzimatica (5 pg/g animal = 0,98 % + 0,12
%,; 25 pg/g animal = 0,78 % + 0,13 %; 50 pug/g animal = 0,76 % = 0,08 % e 100 ug/g
animal = 0,26 % % 0,21%), onde a dose de 100 pg/g animal diminuiu cerca de 99,74

% a atividade da enzima AChE.

Figura 12 - Efeitos do EHEP sobre a atividade da enzima AChE
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Os resultados foram expressos como Média + EPM das porcentagens. As analises foram realizadas

por One-way ANOVA, seguida pelo teste Dunnett, **** p < 0,0001; n=6.
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5 DISCUSSAO

Fiorenza et al. (2016) testaram o efeito alelopatico de E.plana e quantificaram
alguns compostos presentes em infusdo e extratos metandlicos preparados com a
parte aérea desse vegetal. Assim como no presente estudo, 0os autores encontraram
como compostos fendlicos: acidos clorogénico, elagico e caféico; como flavonoides:
quercetina e rutina e como taninos: epicatequina e catequina. Além do potencial
alelopético, esses produtos do metabolismo secundario de E. plana também
conferem outras caracteristicas a esses organismos, como palatabilidade (ZUCKER,
1983; TAIZ; ZEIGER, 2017), protecdo contra radiacdo ultravioleta, estratégias de
protecdo ao estresse ambiental e pigmentacdo (TAIZ; ZEIGER, 2017). Desses
compostos presentes em E. plana, podemos destacar a alta concentracdo de
guercetina, composto ja descrito pela sua atividade inseticida, caracterizada pela
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) (JUNG; PARK, 2007). Além disso, no
presente estudo observamos que a concentracado dos compostos identificados em E.
plana variou de acordo com o tempo de armazenamento das amostras, o que pode
estar relacionado as propriedades quimicas dessas moléculas, como solubilidade e
volatilidade.

Apesar de serem encontrados inimeros trabalhos na literatura relacionados a
E. plana, poucos se referem ao poder alelopatico dessa espécie e inexistem
trabalhos referentes ao seu possivel papel bioinseticida. Ademais, sdo escassos
trabalhos que caracterizam e quantificam o seu perfil fitoquimico, correlacionando as
substancias presentes com a sua ac¢ao bioldgica, ndo apenas sobre outros vegetais,
mas também sobre invertebrados. Com a deteccdo dos principios ativos, 0s
produtos do metabolismo secundario de espécies vegetais podem trazer alternativas
ecolégicas para a reducdo do uso de defensivos agricolas convencionais, sendo
empregados na sintese de bioinsumos (ROSA et al., 2007; RIGON et al., 2013).

Em nossos ensaios, EHEP apresentou uma forte modulacdo sobre a via
colinérgica, inibindo a agdo da enzima AChE em niveis extremos (Figura 12).
Possivelmente esse efeito esta associado a presenca de quercetina como um dos
compostos majoritarios em E. plana. Além da via colinérgica, podemos destacar a
provavel modulacdo do EHEP sobre as vias octopaminérgicas de N. cinerea

observada durante os ensaios de grooming (Figura 9).
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O aumento do grooming de perna por EHEP indica uma possivel alteracdo
nas vias de neurotransmissdo da octopamina, efeito também demonstrado por
Aguiar (2018). O fato de desconhecermos detalhadamente a proporcdo de
compostos em cada uma das concentracbes de EHEP torna dificil a total
compreensao do mecanismo de acdo sobre esse comportamento, entretanto, é
provavel que a quercetina seja um dos compostos responsaveis pelos efeitos
observados. Além disso, resultados nos ensaios de grooming evidenciam a forte
modulacdo de EHEP e quercetina sobre a limpeza de pernas, sendo que a
concentracdo de 50 pg/ g de animal para ambos, extrato e composto puro,
demonstraram ser totalmente equivalentes (Figura 9 A e B).

Adicionalmente, a complexidade do perfil fitoquimico também justifica o efeito
de quercetina sobre o comportamento de limpeza das antenas, pois esse efeito s6 é
observado quando quercetina € administrada em uma concentracdo muito baixa.
Sendo assim, possivelmente ha uma combinacdo de compostos no EHEP que, em
conjunto, ndo sejam visivelmente atuantes sobre esse comportamento nas
concentragdes administradas (Figuras 9 A e B).

A diminuicdo do numero de episodios de imobilidade (Figura 10 A) e do tempo
de parada dos insetos (Figura 10 B) ap6s a administracdo de EHEP indica uma
provavel modulacdo das vias colinérgicas, uma vez que essa via de
neurotransmissao € uma das responsaveis pelo comportamento locomotor de
insetos e ao fato de que o EHEP ocasionou a inibicdo da atividade da AChE em
todas as concentracGes propostas (Figura 12). O aumento da distancia percorrida
pelos insetos (Figura 10 C), em razdo do tratamento com EHEP, indica que esses
animais podem ficar desorientados e, portanto, suscetiveis a eventos que 0s levem
ao exicio. Frente a esses resultados, sugerimos a graminea E. plana como um
possivel foco para a pesquisa de bioinseticidas. A concentragdo de 5 pg/g de animal,
gue outrora demonstrou a maior modulacdo sobre o aumento do grooming de perna,
em relacdo a locomocdo também demonstra ser a concentracdo ideal, que altera
significativamente o padréo locomotor de N. cinerea.

A diminuicdo da resposta contratil observada apos a administragdo de EHEP
pode estar relacionada ao aumento da concentragdo de GABA e/ou diminui¢do da
concentracdo de glutamato nessas vias de neurotransmissdo. Além disso, o nervo 5
metatoracico de insetos esta relacionado ao funcionamento do sistema colinérgico
(CARR; FOURTNER, 1980). Assim, a diminuicdo contratii observada nas
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preparacdes do nervo-muasculo coxal-abdutor metatoracico tratados com EHEP
sugere que as sinapses gabaérgicas sdo ativadas e que ha interacdo interneural
com o sistema colinérgico, modulado por EHEP, com possivel alteracdo das vias

glutamatérgicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com 0s nossos resultados observamos que o extrato hidroalcoodlico
de E. plana alterou os padrdes comportamentais, eletrofisioldgicos e bioquimicos de
N. cinerea, sugerindo entomotoxicidade.

O perfil fitoquimico dessa graminea é bastante diversificado, justificando os
efeitos neurotéxicos, tanto sobre o SNC quanto o SNP, observados sobre as
preparacdes de N. cinerea. Podemos considerar que concentragdes subletais desse
extrato modulam as vias colinérgicas, inibindo a atividade da enzima AChE, além de
provaveis alteracfes nas vias octopaminérgicas, gabaérgicas e glutamatérgicas.
Esses sistemas de neurotransmisséo estédo diretamente relacionados aos processos
vitais de insetos.

Frente ao exposto, embora esta espécie invasora limite em diversos aspectos
a atividade agropecuaria, E. plana apresenta alto potencial biotecnolégico. Por ser
uma potente inibidora da atividade da AChE, é um organismo em potencial para o
estudo de novos bioinsumos com maior degradabilidade, especialmente
boinseticidas. Ademais, os efeitos observados pela administracdo de quercetina
contribuem para a elucidacdo dos sitios de acdo desse metabdlito no sistema
nervoso de insetos.

E mister a prospeccido do sitio de agdo primario dos outros produtos do
metabolismo secundario de E. plana, especialmente aqueles encontrados
majoritariamente. Também ¢é fundamental correlacionar a condicdo tempo-
dependente & composicdo do EHEP em diferentes concentracbes, para a melhor
compreensao da forma pela qual essas biomoléculas sdo capazes de modular as

vias de neurotransmissao dos invertebrados.
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