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RESUMO

Atividade induzida pelo extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina-a(S)

sobre o sistema nervoso central e periférico de vertebrados

A anatoxina-a(S) é o unico organofosforado conhecido de ocorréncia natural oriundo
do metabolismo secundario de algas cianoficeas. Estes compostos tém sido
descritos por possuirem atividade inibidora ndo reversivel da enzima
acetilcolinesterase. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos biologicos
induzidos pelo extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina-a(s) sobre o sistema
nervoso central e periférico de vertebrados. Utilizaram-se camundongas fémeas
adultas da linhagem SPF (Swiss) e pintainhos neonatos da linhagem HY LINE W36.
Foram realizados ensaios de viabilidade celular em fatias de hipocampo e de
atividade neuromuscular em preparagdo musculo biventer cervicis de pintainho. A
analise estatistica foi realizada usando-se o método Anova e teste “t” de Student. Os
resultados foram considerados significativos quando p<0.05. A analise da atividade
do extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina a(s) (1, 2, 4 e 8ug/ml) em
preparagdo musculo biventer cervicis de pintainho in vitro demonstrou um efeito
dose e tempo-dependente sobre a resposta contratil. A dose de 2ug/ml induziu
facilitacdo transitoria da forca de contracdo muscular e inibicdo parcial da resposta
contratii em 120 min. Nas doses maiores houve bloqueio de 100% da resposta
contratil que ndo foi precedido de facilitagdo, em 120 min de registros. Os ensaios de
viabilidade celular em fatias de hipocampo demonstraram que o0 extrato de algas
cianoficeas contendo anatoxina-a(s) (2, 4 e 8ug/ml) induz tanto neuroprotecéo
guanto neurotoxicidade significativas. Nas concentracdes de 2 e 8ug/ml houve
neuroprotecdo enquanto na de 4ug/ml houve diminuicdo da viabilidade celular (n=6,
p<0.05, respectivamente). Os ensaios realizados com um inibidor classico da
atividade colinesterasica, o Triclorfon, revelaram somente diminuicdo da viabilidade
celular. Conclui-se que em vertebrados, em modelos in vitro, o extrato de algas
cianoficeas contendo anatoxina-a(S) induz neurotoxicidade e neuroprotecdo sobre o
sistema nervoso central e bloqueio neuromuscular, semelhantemente a outros

compostos organofosforados.

Palavras-chave: Algas cianoficeas, organofosforado, anatoxina a(s),

neurotoxicidade, juncdo neuromuscular.



ABSTRACT

Activity of extract of blue-green algae containing anatoxin-a(S) on the central

and peripheral nervous systems of vertebrates

The anatoxin-a (S) is known as the only naturally occurring organophosphate from
secondary metabolism of green algae. These compounds have been reported to
cause not reversible inhibitory activity upon the enzyme acetylcholinesterase. The
aim of this work was to investigate the biological activities induced by the green algae
extracts containing-anatoxin-a(S) on the central and peripheral nervous system of
vertebrates. It was used adult SPF female mice (Swiss) and newborn chicks (Hy Line
W36). Hippocampal slice preparations were used to measure cell viability and chick
biventer cervicis muscle preparations for the neuromuscular activity. Statistical
analysis was performed using ANOVA and Student "t" tests. Results were considered
significant when p<0.05. At in vitro biventer cervicis muscle preparations the assay of
the extract of green algae containing-anatoxin-a(S) (2, 4 and 8ug/ml) demonstrated a
dose and time-dependent effect upon the muscle twitch tension (n=6, p<0.05). With
the concentration of 2ug/ml there was a transitory increase in the amplitude of
muscle twitches followed by partial inhibition of the muscle twitches in 120 min
recordings. With the higher concentrations there was 100% blockage of muscle
twitches that was not preceded of facilitation in 120 min recordings. The cell viability
assays in hippocampal slices showed that the extracts (1, 2, 4 and 8ug/ml) induced
both neuroprotection and neurotoxicity (n = 6, p<0.05). Thus, the concentrations of 2
and 8ug/ml induced only neuroprotection while those with 4ug/ml induced decrease
in the cell viability (n=6, p<0.05, respectively). The assay with trichlorfon, a common
organophosphate, induced only decrease in cell viability. It is concluded that in
vertebrates at in vitro models the extract of cyanobacteria containing anatoxin-a (S)
induces both neurotoxicity and neuroprotection at central nervous system and
neuromuscular blocking actions, similarly to other organophosphate compounds with

anticholinesterase activity.

Keywords:Green algae, organophosphate, anatoxin-a(S), neurotoxicity,

neuromuscular junction.
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2. Introducéo

2.1. Organofosforados

Relatos da histéria demonstram que os organofosforados ja eram sintetizados
na idade média por alquimistas. No século XIX o estudo sistematico desses
compostos teve inicio com Lassaigne em 1820, com a esterificacdo do acido
fosférico (TOY, 1976). Mais tarde foram descobertas as propriedades toxicas e
inseticidas de alguns compostos de fésforo por Shrader e colaboradores, em 1930, a
partir dos quais novos compostos organofosforados surgiram na indUstria
(STODDART, 1979).

Os organoforforados sdo compostos organicos degradaveis que contém uma
ligacdo carbono-fésforo. Devido a sua instabilidade no meio ambiente (Dos Santos
et al. 2007), com meia vida curta e efetiva atividade inseticida, se tornaram
amplamente utilizados na agropecuéria (FARIA et al., 2000).

Os inseticidas organofosforados sdo a classe de compostos quimicos de
maior interesse comercial e toxicolégico, sendo ésteres ou tidis derivados de acidos
fosféricos, fosfénico, fosfinico ou fosforamidico. A estrutura geral desses compostos
esta descrita na Figura 1 (DOS SANTOS et al., 2007).

X=0,5eSe
R;: Ry = alquil, SR', OR' ou NHR'
L = halogémos; alquil, aril ou heterocichcos

Figura 1 — Estrutura quimica basica de inseticidas organofosforados
Fonte: Dos Santos et al. (2007)



Nos ultimos 50 anos a intoxicacdo ocupacional por organofosforados tem
ocorrido, devido a exposicdo a altas doses as quais por vezes causam mortes
(DIMAS et al, 2004). A exposicdo cronica a esses compostos pode levar ao
desenvolvimento de sindromes neurocomportamentais e até suicidios (FALK et al,,
2002). Em camundongos a DLso do Triclorfon, um dos organofosforados mais
utilizados na agropecuaria, € de 136 mg/kg (EPA, 1997).

A principal causa do efeito toxico dos orgafosforados é a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (DUBOIS, 1948) (Figura 2), a qual possui funcdo de
hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) que € liberado na fenda sinaptica.
Tal inibicdo resulta no aumento da disponibilidade de acetilcolina (ACh) livre
induzindo uma hiperestimulacdo dos receptores colinérgicos, comumente conhecida

como intoxicacao colinérgica (SALVI et al., 2003).

Unidades da AChE
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Figura 2 — Mecanismo geral de Ac¢éo dos organofosforados. Na presenga de organofosforados, o
residuo serina da enzima é prontamente fosforilado.

Fonte: Dos Santos, et al. 2007
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Além da sua utilidade como inseticidas, os agentes anticolinesterasicos
também tém sido amplamente empregados na medicina para o tratamento de
diversas patologias. Dentre as doengas que se valem do tratamento por
organofosforados o glaucoma e outras condi¢des oftalmolégicas (SAKANAKA et al.,
2008) além de patologias associadas a motilidade gastrointestinal podem ser
descritas (ANDRADE et al., 2001). Além disso, por influenciarem a neurotransmissao
do sistema nervoso periférico, atuando sobre a juncdo neuromuscular do muasculo
esquelético, os organofosforados tém sido empregados no tratamento da miastenia

grave (ANDRADE etal., 2001).
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2.2. A anatoxina-a(S)

As cianobactérias sdo microorganismos fotossintetizantes primitivos,
presentes na 4gua doce e salgada, além de ambientes Umidos terrestres, as quais
desempenham um importante papel na oxigenacdo da atmosfera terrestre. As
cianobactérias podem sintetizar uma ampla variedade de compostos quimicos e
pigmentos os quais ainda ndo foram observados em outras algas e toxinas
eucaribticas (SIGAUD-KUTNER et al., 2002; PINTO et al.,, 2003; GUARATINI et al.,
2005; GUARATINI et al., 2009; ARAOZ et al., 2010).

Por outro lado, esses organismos tém aumentado a preocupacdo dos 6rgaos
de saude publica em todo o mundo devido a sua capacidade de formar floragbes em
ambientes aquaticos (como na Figura 3), e por produzirem uma grande diversidade
de toxinas, conhecidas como cianotoxinas (SVONEN & JONES, 1999; HUMMERT
et al.,, 2001; BITTENCOURT-OLIVEIRAEt al., 2005; FRIAS et al., 2006; KUJBIDA et
al., 2006; DORR et al., 2010).

Figura 3 — Floracdo de cianobactérias na Lagoa da Tijuca - RJ
Fonte: UFRJ
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Atualmente trés subtipos de cianotoxinas s&o descritos: as microcistinas
(compostos hepatotoxicos), as saxitoxinas (compostos neurotoxicos bloqueadores
de canais de s6dio em membranas neuronais) e as anatoxinas (ARAOZ et al., 2010).

As anatoxinas se subdividem em dois tipos: as anatoxinas do tipo A (que sao
analogos do neurotransmissor acetilcolina) e as anatoxinas-a(S), que sao o Unico
organofosforado natural conhecido (CARMICHAEL et al., 1990).

Se por um lado esses compostos tornam-se uma ameacga ao meio ambiente
devido sua alta toxicicidade e dificuldade para deteccdo e identificagdo, por outro
lado, surgem como potenciais agentes para desenvolvimento de novos compostos
com atividade farmacologica e biotecnologica. Nesse sentido atualmente existem
mais de 150 géneros de algas cianoficeas descritas com aptiddo para produzirem
metabdlitos secundarios biologicamente ativos (PRASANNA et al., 2010).

A anatoxina-a(S) (antx-a(S)) é o unico organofosforado de ocorréncia natural
conhecido, oriundo do metabolismo secundario de cianobactérias dos géneros
Anabaena, Aphanizomenon e lyngbya (MAHMOOD et al., 1985). Seu mecanismo de
acdo, assim como qualquer composto organofosforado, consiste na inibicdo
irreversivel da acetilcolinesterase (AchE), causando hipersalivacdo (dai a origem do
s no nome), convulsbes e também morte por parada respiratoria (FERRAO-FILHO et
al., 2011). Sua DLso é de 20 ug/kg em camundongos (CARMICHAEL, 1990). Sua

formula estrutural esta descrita na Figura 4.

s 6
/CHS
HN \3 5 N\
v\, o CH,
\ - = N\
1 ® 0
i
+H2N / CH3
_P—0"
“
o
Anatoxin-a(s)

Figura 4— Forma estrutural quimica da Anatoxina-a(S)
Fonte: Rodrigues et al. (2006).
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No Brasil, varios relatos da ocorréncia de casos de intoxicacdo por antx-a(S)
tém sido descritos, devido principalmente a floracdo de Anabaena spirroides
(MONSSERAT et al, 2001; MOLICA et al., 2005). Dessa maneira, devido a
dificuldade para a detec¢éo e identificacdo dessa neurotoxina no ambiente aquatico,
ainda nado foi definido o limite maximo aceitdvel para o0 consumo humano
(CARMICHAEL, 1994).

3. Objetivo

3.1. Geral

Nesse trabalho, propomo-nos comprovar a atividade bioldégica do extrato de
Anabaena sp contendo anatoxina-a(S), identificando uma acdo do tipo-

organofosforado, sobre o sistema central e periférico de mamifero e ave.

3.2. Especificos

-Avaliar o efeito induzido por diferentes concentracbes do extrato de
Anabaena sp contendo anatoxina-a(S) sobre a viabilidade celular de fatias de

hipocampo de camundongas adultas da linhagem Swiss;

-Avaliar o efeito induzido por diferentes concentracbes do extrato de
Anabaena sp contendo anatoxina-a(S) sobre a juncdo neuromuscular em

preparacao musculo biventer cervicis de pintainhos.
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4. Matérias e métodos

4.1. Solucgdes nutritivas

Foram utilizados dois tipos de solugbes nutritivas as quais possuem
importante papel em manter as atividades metabdlicas dos tecidos simulando

condic¢des in vivo. A solucdo de Krebs e a de HEPES-salina descritas a seguir:

Krebs: 136 mM NaCl, 5 KCI, 2,5 mM CaCl2, 23,8 mM NaHCO3, 1,2 mM
MgSO4 ,1,2 mM KH2PO4 e 11 mM de glicose.

HEPES-salina: 124 mM NaCl, 4nM KCL, 1,2 mM MgSO,,12 mM glucose, 1
mM CaCl e 25 mM HEPES pH 7,4.

4.2. O extrato contendo anatoxina-a(S)

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens (ITEP24, I[TPE25 e ITE26) de
cianobactérias classificadas como Anabaena spiroides (MOLICA et al, 2005),
isoladas do reservatério Tapacura — PE, Brasil, gentiimente cedidas pelo professor
Ernani Pinto da Faculdade de Farmacia da Universidade de S&o Paulo-USP. As
linhagens tém sido mantidas na colecdo de culturas do Laboratério de Produtos
Naturais e Toxinas de Algas do Departamento de Andlises Toxicoldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP). A
producdo de antx-a(s) por estas linhagens foi caracterizada por bioensaios em
camundongos, ensaios de inibicdo de AChE in vitro e LC-MS/MS (MOLICA et al.,
2005; DORR et al., 2010). Cabe salientar que as linhagens ITEP24 e ITEP26 estéao

em processo de reclassificacdo através de técnicas moleculares.
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Por meio de estudos de biologia molecular verificou-se que, além das
diferencas com relagdo a presenca e/ou auséncia de vacuolos entre as espécies
planctbnicas e benctonicas do género Anabaena, ambas sdo geneticamente
distintas. Sendo assim, todos os morfotipos que apresentavam vacuolos das
espécies planctonicas pertencentes ao género Anabaena foram transferidos para o
género Dolichospermum (WACKLIN et al., 2009). Porém, 0
nome Anabaena continua sofrendo mudancas e ainda ndo ha um consenso entre 0s
taxonomistas sobre a nomenclatura a qual o género ird pertencer. Desta forma,
neste estudo optou-se por manter o nome Anabaena para designar tanto as

linhagens j& citadas na literatura como as linhagens estudadas neste trabalho.

4.3. Reagentes

Organofosforados: Foi usado o produto triclorfon (dimetil 2,2,2tricloro-1-

hidroximetil fosfonato C4HsCL304P), marca comercial Triclorvet — Allvet ®.

Todos os demais reagentes quimicos utilizados foram obtidos de empresas
certificadas como Sigma, Aldrich, Merck ou BioRad sendo todos de alto grau de

pureza.

4.4. Animais
Camundongos

Camundongos fémeas da linhagem (Swiss) SPF, pesando entre 25 e 30g (30-
120 dias) foram cedidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de

Santa Maria.

Pintainhos

Pintainhos da linhagem HY LINE W36, com peso entre 40 e 50 g (4-10 dias),
comprados em casas agropecuarias.
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Todos o0s animais usados nesse trabalho foram alojados em vivario com
temperatura controlada (25 * 2°C) com livre acesso a agua e racdo (Projeto

aprovado pela Comisséo de Etica na Experimenta¢do Animal n° 011/2012).

4.5. Preparacdes e ensaios de atividade bioldgica

Preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho

A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método descrito por
GINSBORG e WARRINER (1960). Os pintainhos sofreram eutanasia por halotano
(300mg/Kg). Apds a dissecacao e isolamento do musculo biventer cervicis 0 mesmo
foi marrado com linha de sutura a um transdutor isométrico (AVS, Sé&o Carlos, Séo
Paulo) e acondicionado em uma cuba de 5 ml, contendo solugéo nutritiva de Krebs.
A solucéo foi areada de modo constante com carbogénio (mistura 95% de O2 e 5%
de CO2) e mantida a 37°C. A preparagao foi submetida a uma tensédo constante de
1g e estimulada eletricamente por um Estimulador Analégico (AVS, Sao Carlos, Séo
Paulo) no qual eletrodos bipolares (estimulagdo de campo) foram conectados. Para
a estimulacdo foram aplicados estimulos de até 7 V com pulsos supramaximais de
0,1 Hz de frequéncia e 0,2 ms de duracdo. Os registros isométricos da forca de
contracdo muscular foram feitos por meio do software AQCAD (AVS, Séo
Carlos,S&do Paulo), armazenados em computador Dell Vostro (Dell, Sdo Paulo,
Brasil) e posteriormente analisados pelo software ANCAD (AVS, Sdo Carlos,Sé&o

Paulo).
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Preparacédo de fatias de Hipocampo

As fatias de hipocampo foram preparadas como descrito por TIMOTHY
(1980). Os camundongos foram decapitados e tiveram o cérebro removido
imediatamente; o hipocampo foi dissecado e mantido em gelo e umidificado por
HEPES-salina gelada e aerada com O, (~4°C). As fatias foram obtidas de acordo
com VINADE e RODNIGHT (1996), utilizando um fatiador de tecidos (Mcilwain,
EUA). Foram feitas fatias (0.4 mm) que foram separadas e pré-incubadas a 37°C por
30 min em placas de 90 pocos (microwell) e preenchidas com HEPES-salina
(200pL/fatia). Posteriormente o conteddo foi substituido pelos controles e
tratamentos com antx-a(S) (1, 2, 4 e 8 ug/ml) e triclorfon (1,2,4 e 8 ug/ml) sendo
incubados por uma hora (37°C). A leitura das amostras foi feita em leitor de

microplacas do tipo elisa.

Viabilidade de fatias de Hipocampo

Imediatamente apds a incubacdo das fatias com os tratamentos, as fatias
foram submetidas ao ensaio com MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio) (0,05% em HEPES-salina) por 30 min (37°C) (CORDOVA et al,
2004). O ensaio basicamente usa a conversao do MTT em cristais de formazan (cor
azul), devido a atividade metabdlica ligada ao NADH e NADHP. Sendo assim a
guantia de formazan é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Teste

proposto primeiramente por MOSSAN (1983).

Analise estatistica

Os dados foram representados como a média + erro padrdo da média e as
diferencas entre os tratamentos foram confirmadas por meio do teste ANOVA et de

Student onde p<0,05 foi considerado significativo.
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5. Resultados e Discusséo
Analise de viabilidade celular

Analise de viabilidade em fatias de hipocampo de camundongo (Triclorfon)

A analise de viabilidade celular foi obtida medindo-se a porcentagem de
células viaveis ap0Os a exposicado aos tratamentos (Figura 5). A andlise de viabilidade

celular demonstrou que o triclorfon (1-8ug/uL) induziu um efeito significativo

diminuindo a viabilidade celular em relacdo ao controle com a solucdo de HEPES

(n=6, p<0,05). Dentre todas as concentracbes ensaiadas a de (4ug/uL) foi a que

induziu maior nivel de diminuicdo na viabilidade quando comparado com o controle
(Hepes) (n=6, p<0,05). O controle positivo com o veneno de Crotalus durissus
terrificus foi usado apenas para demonstrar o efeito de um composto excito-toxico
(DAL BELO et al., 2013) sobre as fatias de cérebro.

I Controle (HEPES)

Controle (CDT)
7 (I Triclorfon (1pg/ul)
100 [ Triclorfon (2pg/ul)
BE== Triclorfon (4pg/ul)
[ Triclorfon (8ugful)

80 —

=
=
2 &0
-]
(2]
L4
=
1]
g 40 H *
E *
=
20 - P77
| / *%k Frs *%
) ﬁ I = ]

Figura 5 — Efeito do organofosforado Triclorfon sobre a viabilidade celular em fatias de cérebro de
camundongos. CDT: weneno de Crotalus durissus terrificus * Significancia para p<0.05 em
comparagdo como o controle HEPES; ** SignificAncia para p<0.05 em comparagdo com o controle
CDT.
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Analise de viabilidade em fatias de hipocampo de camundongo (Anatoxina-

a(s))

Diferentemente do Triclorfon, os ensaios com o extrato de algas contendo a
anatoxina-a(S) induziram tanto aumento quanto reducdo no numero de células
vidveis. Assim, na dose de 1lug/ml houve uma neuroprotecdo caracterizada pelo
aumento da viabilidade celular quando comparada ao controle (HEPES) (Fig. 6, n=3,
p<0.05). Quando as concentracdes de 2 e 4ug/ml foram ensaiadas houve reducéo
da wviabilidade celular, que foi significativa para a dose de 4 npg/ml, quando
comparada ao controle HEPES (n=3, p<0.05). Quando a concentracao de 8ug/ml foi
administrada ndo houve alteracao significativa comparando-se a viabilidade celular a
do controle HEPES. O ensaio com o veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt)
induziu diminuicdo de 80% na viabilidade celular e foi usado como modelo de

composto bioativo para esse parametro (Fig.6).

Il Controle (HEPES)
A7 Controle (CDT)

) I A natoxina-a(S) (1palpl)
e N==] Anatoxina-a(S) (2pgiul)

- * %% PR Anatoxina-a(s) (4pail)
I [ JAnatoxina-a(s) (8uaipl)
120

100

80 4
60 o

40
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Figura 6 — Efeito do extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina a(s) sobre a viabilidade celular

Viabllidade celular {%)

em fatias de cérebro de camundongos. Note que na concentracdo de 1ug/ml o extrato induziu
neuroprotecdo significativa e com a concentracdo de 4ug/ml houve uma reducdo da vabilidade
celular (p<0.05, n=3, respectivamente). *significancia para p<0.05 comparada ao Controle HEPES;
**Significancia para p<0.05 comparado ao tratamento com o veneno de Crotalus durissus terrificus

(Cdt).
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Fendmenos de neuroprotecdo podem estar associados a atividade de
compostos organofosforados (TAKATA-TAKATORI et al., 2006). Assim, a
neroprotecdo caracterizada pelo aumento na viabilidade celular pela incubacdo com
0 extrato de anatoxina a(s) poderia estar associada a uma atividade desse composto
sobre a enzima colinesterase presente nos neurbnios do sistema nervoso central.
Por outro lado, o aumento excessivo do neurotransmissor acetilcolina no sistema
nervoso central, levaria a um processo de excitotoxicidade caracterizado pela
diminuicdo no numero de células vidveis como observado com o triclorfon (SOLBER
e BELKIN, 1997).

Efeito do extrato de algas cianoficeas contendo (Anatoxina-a(S) sobre a

preparacdo musculo biventer cervicis de pintainhos.

Os ensaios de atividade em preparacdo muasculo biventer cervicis de
pintainho demonstraram um efeito dose e tempo-dependente induzido pelo extrato
de anatoxina a(s). Assim, a incubacdo da preparacdo apenas com a solugdo de
Krebs ndo induziu alteracdo da resposta contratil. Quando a preparacao foi incubada
com o extrato de anatoxinas (2ug/mL) houve uma facilitagdo transitéria da forca de
contracdo muscular, seguida de inibicdo parcial da resposta contratil que foi maxima
25% em 120 min de registro (Fig. 7, p<0.05, n=6). Quando a concentracdo de
(4ng/mL) foi ensaiada ndo ocorreu o fendbmeno de facilitacdo transitéria, havendo um

blogueio de 100% da resposta contratil em 120 min (Fig.7, p<0.05, n=6).

Os musculos de aves sao conhecidos por exibirem diferentes tipos de fibras
as quais se caracterizam por serem de contracdo rapida e lenta, diferindo também
em termos histologicos, mecéanicos e eletrofisiolégicos. Fibras musculares inervadas
unitariamente exibem um tipo de placa motora conhecida como “em plaque” sendo
que aquelas cuja inervacdo € multiunitaria possuem placas motoras do tipo “em
grape” (HESS, 1961). Dessa forma, na preparacdo biventer cervicis as fibras
multinervadas possuem placas motoras do tipo “en grape” as quais sao passiveis de
serem ativadas pela aplicacdo exdgena do neurotransmissor acetilcolina
(GINSBORG e WARRINER, 1960). Dessa forma, os resultados demonstrados pela
aplicacdo da anatoxina a(s) assemelham-se aqueles nos quais organofosforados
foram ensaiados nas mesmas condi¢cdes (GINSBORG e WARRINER, 1960), e que
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demonstram uma facilitacdo seguida de blogueio neuromuscular reversivel ap6s o
uso do organofosforado neostigmina (MACDONALD, 1988).

—w— Controle Krebs
Anatoxina-a(S) (2 pg/ml)
—e— Anatoxina-a(S) (4 pg/ml)
120 x* T * —a— Anatoxina-a(S) (8 pg/ml)
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Figura 7 — Efeito do extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina a(s) sobre a resposta contratil
em preparacdo musculo biventer cenicis de pintainho estimulada indiretamente (0.1Hz, 0.2ms, 7V)
em 120min. No grafico cada ponto representa a média + erro padrdo dos seis experimentos. Note o
efeito facilitador transitorio seguido de bloqueio neuromuscular parcial na menor dose. Note ainda, o
efeito blogueador neuromuscular em maiores doses. *SignificAncia para p<0.05. * : Possui diferenca

estatistica significativa em relagdo ao controle.
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6. Conclusao

O extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina-a(S), sugere baixa

toxicidade em baixa concentragdo sobre o sistema nervoso central.

O extrato de algas cianoficeas contendo anatoxina-a(S), induz bloqueio
neuromuscular em preparacdo biventercervicis de pintainho. Esse bloqueio
neuromuscular assemelha-se ao induzido por compostos organofosforados. A
contratura observada na vigéncia do efeito neurotdxico sugere 0 aumento da
concentragdo do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica validando a

presenca do composto organofosforado na preparacgao.
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