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RESUMO 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DOS MECANISMOS ENTOMOTOXICOS DE DOIS 

COMPOSTOS INSETICIDAS NATURAIS EM MODELO EXPERIMENTAL 

ALTERNATIVO DE INSETOS: EXTRATO CONTENDO ANATOXINA-A(S) E 

JABURETOX 

 

Autor: Douglas Silva dos Santos 

Orientador: Prof. Dr. Chariston André Dal Belo 

 

A avaliação de risco é uma etapa que tem por alvo a avaliação e caracterização das propriedades 

tóxicas de compostos xenobióticos, condições de exposição a humanos e ao meio ambiente. O 

objetivo desse trabalho foi contribuir para a avaliação do potencial de risco dos compostos 

xenobióticos de origem natural, Anatoxina-a(s) e Jaburetox, por meio da investigação dos 

mecanismos de entomotoxicidade em modelos alternativos de insetos. Nos homogeneizados 

cerebrais das baratas, tanto o extrato contendo anatoxina-a(s) (CECA), quanto o triclorfon (Tn) 

inibiu a atividade da acetilcolinesterase (AChE). Além disso, o CECA provocou mudança no 

padrão locomotor de baratas caracterizado pela diminuição na distância percorrida, aumentando 

a frequência e a duração dos episódios de imobilidade de maneira similar ao observado com o 

organofosforado triclorfon (Tn). O CECA também induziu o aumento na atividade de grooming 

de pernas, mas não na atividade de grooming de antenas, similarmente ao efeito do Tn. O CECA 

e Tn induziram cronotropismo negativo no coração do inseto. Também foi constatado que o 

CECA, Tn e neostigmina induziram bloqueio neuromuscular em preparações in vivo da barata 

da espécie Nauphoeta cinerea. Por outro lado, o jaburetox (Jbtx), um peptídeo inseticida 

derivado da urease de Canavalia ensiformis, não possui mecanismo de ação elucidado, apesar 

de interagir com o sistema nervoso de insetos. Nesse trabalho foram empregados protocolos 

comportamentais, eletromiográficos e eletrofisiológicos para identificar os alvos celulares e 

moleculares envolvidos na entomotoxicidade do Jbtx em baratas e gafanhotos. O Jbtx causou 

alteração no comportamento locomotor dos insetos caracterizado por uma diminuição 

significativa na distância percorrida, seguida por um aumento no tempo de imobilidade em N. 

cinerea. O Jbtx aumentou a atividade de grooming de pernas e antenas. Jbtx também induziu 

bloqueio neuromuscular in vivo e cardiotoxicidade em N. cinerea caracterizado pela diminuição 

da frequência cardíaca das baratas. Registros dos potenciais de ação do músculo e do nervo 

periférico de gafanhotos da espécie Locusta migratoria demonstraram que o Jbtx aumenta a 

amplitude dos potenciais de ação do nervo, sem alterar o perfil muscular. Análises de voltage 

clamp em Xenopus laevis heterologamente expressados com canais de sódio voltagem-

dependentes de Blatella germanica do tipo BgNaV 1.1, demonstraram que o Jbtx aumenta a 

amplitude das correntes de sódio. O conjunto de dados inéditos obtidos nesse trabalho deverá 

contribuir de maneira decisiva melhorando a efetividade da análise dentro da avaliação de risco 

ambiental para os compostos estudados, contribuindo com a otimização dos processos de 

detecção e descontaminação ambiental. Não obstante, devido ao inerente contexto 

biotecnológico desse trabalho, as toxinas aqui estudadas poderão em um futuro próximo serem 

empregadas como protótipos para o desenvolvimento de novas drogas ou pesticidas de origem 

natural. 

 

Palavras-chave: Xenobióticos, extrato contendo anatoxina-a(s), jaburetox, neurotoxicidade, 

octopamina, dopamina, doses subletais. 
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ABSTRACT 

 

 

IDENTIFICATION OF THE ENTOMOTOXIC MECHANISMS OF TWO NATURAL 

INSECTICIDES IN EXTERIMENTAL ALTERNATIVE INSECT MODEL: 

EXTRACT CONTAINING ANATOXIN-A (S) AND JABURETOX 

 

Author: Douglas Silva dos Santos 

Advisor: Prof. Dr. Chariston André Dal Belo 

 

 

The risk assessment is a stage that aims at the evaluation and characterization of the toxic 

properties of xenobiotic compounds, conditions of exposure to humans and the environment. 

The aim of this work was to contribute to the evaluation of the risk potential of natural 

xenobiotic compounds as Anatoxin-a (s) and Jaburetox, by investigating the mechanisms of 

entomotoxicity in alternative insect models.  In the cerebral homogenates of cockroaches, both 

extract containing anatoxin-a(s) CECA and trichlorfon (Tn) inhibited acetylcholinesterase 

activity (AChE). In addition, CECA caused a change in the locomotor pattern of cockroaches 

characterized by a decrease in distance travelled, increasing the frequency and duration of 

immobility episodes in a manner similar to that observed with trichlorfon (Tn) 

organophosphate. CECA also induced an increase in leg grooming activity, but not in antenna 

grooming activity, similar to the effect of Tn. The CECA and Tn induced negative 

chronotropism in the insect's heart. It was also found that CECA, Tn, and neostigmine induced 

a neuromuscular block in vivo preparations of the cockroaches of the species Nauphoeta 

cinerea. On the other hand, jaburetox (Jbtx), an insecticidal peptide derived from the Canavalia 

ensiformis urease, has no elucidated mechanism of action, despite interacting with the nervous 

system of insects. In this work, behavioral, electromyographic and electrophysiological 

protocols were used to identify the cellular and molecular targets involved in the entomotoxicity 

of Jbtx in cockroaches and locusts. Jbtx caused a change in the locomotor behavior of the insects 

characterized by a significant decrease in the distance travelled, followed by an increase in the 

immobility time in N. cinerea. Jbtx also increased the grooming activity of legs and antennae. 

Jbtx induced a neuromuscular block in vivo and cardiotoxicity in N. cinerea characterized by 

the decrease in heart rate of cockroaches. Records of muscle and peripheral nerve potentials of 

the locusts of the species Locusta migratoria demonstrated that Jbtx increases the amplitude of 

nerve action potentials without altering the muscle profile. Analysis of voltage clamp in 

Xenopus laevis heterologously expressed with voltage-dependent sodium channels of Blatella 

germanica of type BgNaV 1.1, demonstrated that Jbtx increases the amplitude of the sodium 

currents. The set of unpublished data obtained in this work should contribute in a decisive way 

improving the effectiveness of the analysis within the environmental risk assessment for the 

studied compounds, contributing with the optimization of the environmental detection and 

decontamination processes. Nevertheless, due to the inherent biotechnological context of this 

work, the toxins studied here may in the near future be used as prototypes for the development 

of new drugs or pesticides of natural origin. 

 

 

Keywords: Xenobiotics, extract containing anatoxin-a (s), jaburetox, neurotoxicity, 

octopamine, dopamine, sublethal doses. 
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APRESENTAÇÃO 

 

No item INTRODUÇÃO, consta uma revisão bibliográfica sobre os temas trabalhados 

nesta tese. A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem parte deste trabalho estão 

apresentados sob a forma de dois artigos científicos, que se encontram no item ARTIGO 

CIENTÍFICO PUBLICADO. No item DISCUSSÃO GERAL, é apresentada uma discussão 

relativa ao conjunto dos resultados presentes na sessão “Artigos Científicos Publicados”. O 

item CONCLUSÕES, encontrado no final desta tese, apresenta interpretações e comentários 

gerais sobre os resultados dos artigos científicos presentes neste trabalho. Em 

PERSPECTIVAS são elencados protocolos futuros para dar continuidade na elucidação dos 

mecanismos de toxicidade dos compostos estudados nesse trabalho. As REFERÊNCIAS 

referem-se somente às citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO 

GERAL desta Tese. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 CONSIDERAÇÃO SOBRE OS AGENTES TÓXICOS ESTUDADOS 

1.1.1 Compostos organofosforados- Triclorfon (Tn) 

Em 1937, Shrader foi responsável pelas primeiras descobertas acerca das propriedades 

inseticidas dos organofosforados, no qual em 1941, desenvolveu o inseticida sistêmico OMPA 

(Shadran) e, consequentemente em 1944, o primeiro inseticida organofosforado a ser 

comercializado, cujo princípio ativo era o tetraetil pirofosfato (TEPP). Em seguida foram 

sintetizados compostos com maior estabilidade, como o paration e paraoxon, e compostos de 

menor toxicidade, como o fention, o clortion e o malation. Na década de 1950, foram 

sintetizados os compostos heterocíclicos, aromáticos e naftilcarbamatos, com potente ação 

anticolinesterase e maior seletividade contra os insetos (ALONZO & CORRÊA, 2008). 

 Os inseticidas organofosforados são ésteres amido ou tiol-derivados dos ácidos 

fosfórico, fosfônico, fosforotióico e fosfonotióico. São inseticidas rapidamente hidrolisados, 

tanto no meio ambiente, como nos meios biológicos, e altamente lipossolúveis, com alto 

coeficiente de partição óleo/água (ALONZO & CORRÊA, 2008). Podemos dizer que dos 

inseticidas utilizados atualmente, os compostos organofosforados são os mais amplamente 

difundidos, com mais de 35.000 formulações diferentes e os que mais causam intoxicações e 

mortes. Esse último dado torna relevante a sua utilização racional e controlada, visando a 

máxima eficácia e o menor prejuízo ao meio ambiente e as pessoas (SANTOS et al., 2015). 

Compostos organofosforados são um grupo químico de substâncias derivadas do ácido 

fosfórico, podendo ser de origem natural ou sintética, sendo amplamente conhecidos por sua 

atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AChE) (E.C. 3.1.1.7) (e.g. inibidores de 

colinesterase, ou agentes colinérgicos de ação indireta) (FIKES, 1990; ROCHA & SPINOSA, 

1992). Os compostos organofosforados reagem no sítio esterásico da acetilcolinesterase 

inibindo essa enzima de maneira irreversível, sendo extremamente tóxicos para os sistemas 

biológicos, tornando-os inseticidas potentes (DOS SANTOS et al., 2007) (Figura 1). Em geral, 

são muito menos seletivos que os carbamatos, inibindo muitas enzimas que contém uma 

molécula de serina em um centro ativo, por exemplo, a butirilcolinesterase e a carboxilesterase 

(CRAIG & STIZEL, 2004). A AChE catalisa a reação de hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina em ácido acético e colina, a sua inibição pelos organofosforados leva ao acumulo 

de acetilcolina nas terminações nervosas, incluindo as junções neuromusculares 
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(ECOBICHON, 2001). Essa exacerbação colinérgica, em última análise, afeta o Sistema 

Nervoso Autonômico Parassimpático (SNAP), seguido por estimulação dos receptores 

nicotínicos e muscarínicos, que atinge o Sistema Nervoso Autonômico Simpático (SNAS) e o 

Sistema Nervoso Central (SNC) (ECOBICHON, 2001). Por estas razões, compostos 

organofosforados são amplamente utilizados no controle de pragas em diversos tipos de culturas 

e estão entre os compostos mais tóxicos atualmente utilizados na agricultura. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estima que ocorra cerca de um milhão de casos de envenenamentos 

envolvendo humanos com compostos organofosforados e mais de trezentas mil mortes por ano, 

em todo mundo (SAADEH et al., 1996; JOKANOVIĆ, 2017). 

 

Figura 1. Estrutura química básica dos compostos organofosforados. X é chamado “grupo de saída”, que é 

deslocado quando o organofosforado fosforila a acetilcolinesterase (AChE), sendo a mais sensível a hidrólise, 

geralmente representado por halogênio, alquil, aril ou heterocicíclos. O R1 e o R2 são geralmente representados 

pelos grupos alquil, ou grupos alcoxi (isto é, OCH3 ou OC2H5). 

 

Fonte: FAUSTMAN & OMENN, 2008. 

 

O triclorfon (dimetil 2,2,2 tricloro-l-hidroxi-etilfosfanato ou Metrifonato) (Figura 2) é 

um inseticida e acaricida organofosforado de classe II (altamente tóxico), solúvel em água, 

amplamente utilizado no controle de várias pragas em campos, lares, plantas e contra parasitas 

em animais domésticos e comerciais (LOPES et al., 2006; ANVISA, 2008). 
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Figura 2. Estrutura química do triclorfon (dimetil 2,2, 2 tricloro-l-hidroxi-etilfosfanato). 1. Representação da 

estrutura química em 2D; 2. Conformação da estrutura química em 3D. 

 

Fonte: NCBI, 2019. 

 

A hidrólise do Tn é um processo rápido e acaba gerando um metabólito chamado 

diclorvós, que é um agente organofosforado altamente tóxico em função da atividade 

anticolinesterásica. Por essa razão, o agente potencialmente tóxico é o diclorvós e não o 

triclorfon (HIRATA et al., 2003). O Tn foi utilizado durante muito tempo na medicina 

veterinária no controle de endo e ectoparasitas e também na aquicultura no controle de lêndea 

de salmão (ANVISA, 2008). 

A neurotoxicidade do Tn é caracterizada pelo mecanismo da inibição da enzima 

acetilcolinesterase, fundamental e essencial para o processo de transmissão do impulso nervoso 

(Figura 3). Pesquisas científicas mostraram que a ação do Tn sobre a acetilcolinesterase de 

mamíferos tem manifestação clínica mais lenta, devido a biotransformação em diclorvós 

(ANVISA, 2008). 
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Figura 3. Mecanismo de intoxicação do triclorfon. Assim como os demais organofosforados, o triclorfon se liga 

de forma bastante estável e forte ao centro esterásico da enzima acetilcolinesterase causando a inibição da sua ação 

por impedimento espacial. Com isso, a AchE não consegue se ligar a acetilcolina (que sofre ataque nucleofílico 

da serina), que por sua vez acumula-se nas fendas sinápticas, desencadeando todos os vários sinais característicos 

da intoxicação colinérgica. 

 

Fonte: Adaptado de RANG & DALE, 2011. 

 

Em 2008, após passar por uma reavaliação toxicológica pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária-ANVISA, o Tn foi proibido no Brasil devido seu potencial teratogênico e 

de distúrbio hormonal. O banimento do Tn no Brasil ocorreu devido a inúmeras pesquisas que 

apontaram seu efeito de toxicidade alta, principalmente com efeitos adversos sobre a 

reprodução e o sistema hormonal (desregulação endócrina), efeitos genotóxicos, imunotóxicos, 

teratogênicos, neurotóxicos, provocando hipoplasia cerebelar, assim como o fato de ser um 

agrotóxico com potencial de provocar danos neurológicos maiores para os seres humanos do 

que para os animais, como demonstrado pela neuropatia retardada (ANVISA, 2008). 

Nesse trabalho o Tn foi usado apenas como um controle positivo dos efeitos induzidos 

por um composto anticolinesterásico clássico, cujo o mecanismo de ação sobre as colinesterases 

do inseto é conhecido (STÜRMER et al., 2014). 
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1.1.2 Extrato contendo anatoxina-a(s) (CECA) 

A contaminação dos recursos hídricos e dos mananciais de abastecimento público por 

rejeitos oriundos das atividades humanas têm sido um dos maiores fatores de risco para a saúde 

humana. Os impactos antrópicos nos ecossistemas aquáticos, aceleram a ocorrência de 

processos de eutrofização. As principais fontes desse enriquecimento têm sido identificadas 

como sendo as descargas de esgotos domésticos e industriais dos centros urbanos e das regiões 

agricultáveis (ROCHA, LOUGON & GARCIA, 2009). A principal preocupação com o 

aumento da ocorrência de florações de cianobactérias em mananciais de abastecimento de água 

é a capacidade desses microrganismos produzirem e liberarem para o meio líquido, toxinas 

(cianotoxinas). As cianotoxinas podem afetar a saúde humana, tanto pela ingestão de água como 

por contato em atividades de recreação no ambiente, ou ainda pelo consumo de pescado 

contaminado. Entretanto, a principal via de intoxicação é pelo consumo oral da água sem um 

tratamento adequado para remoção dessas toxinas (VEIGA et al., 2008). De acordo com seus 

efeitos biológicos, as cianotoxinas são classificadas em hepatotoxinas (Microcistinas, 

Nodularinas e Cilindrospermopsinas), dermatotoxinas (Debromoaplisiatoxina e 

Lingbiatoxina) e neurotoxinas (Saxitoxinas, Anatoxina-a, Anatoxina-a(s), homoanatoxina-a e 

β-N-metil-L-alanina (BMMA)) (CHORUS & BARTRAM, 1999; FREITAS, PRINTES & 

ROCHA, 2016; LORENZI et al., 2018) (Tabela 1). As anatoxinas são o primeiro grupo de 

neurotoxinas alcaloídicas e de baixo peso molecular a serem descritas na literatura, sendo 

classificadas de acordo com seu mecanismo de toxicidade em: anatoxina-a e homoanatoxina-a 

(agonistas nicotínicos) e anatoxina-a(s) (inibidor da colinesterase), em que "s" corresponde ao 

sintoma característico de salivação causada em vertebrados, principalmente em doses próximas 

aos 2 níveis de DL50 (20-40μg kg-1 ) (GORHAM et al., 1964; MATSUNAGA, MOORE & 

NIEMCZURA, 1989; CHORUS & BARTRAM, 1999) (Figura 4). 
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Tabela 1. Classificação das cianotoxinas e seu mecanismo de toxicidade. 

Classificação da Toxina DL50 (µg.kg-1) via i.p 

(camundongo) 

Cianobactéria 

produtora 

Mecanismo de 

toxicidade 

 

HEPATOXINAS    

Microcistina-LR 50 Microcystis, Nostoc, 

Anabaena, Oscillatoria 

Promotor de tumor 

hepático e inibidor das 

fosfatases 

 

Nodularina-R 

 

50 

 

Nodularia 

Promotor de tumor 

hepático e inibidor das 

fosfatases 

Cilandrospermopsina 2.103 Aphanizomenon, 

Cylindropermopsis 

Inibidor da síntese 

proteica 

DERMATOTOXINAS    

Debromoaplisiatoxina Não definida Lyngybia, Schizothrix, 

Planktothrix 

Inflamação da pele e 

promotor de tumor 

Lingbiatoxina Não definida Lyngybia Inflamação da pele e do 

trato gastrointestinal 

NEUROTOXINAS    

Saxitoxina 10 Aphanizomenon Bloqueador de canais de 

sódio 

Anatoxina-a(s) 20 Anabaena, 

Sphaerospermopsis  

Inibidor de colinesterase 

Anatoxina 375 Anabaena, 

Aphanizomenon, 

Oscillatoria  

Agonista nicotínico 

Homoanatoxina-a - Oscillatoria  

Anabaena, 

Raphidiopsis 

Phormidium 

Agonista nicotínico 
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β-N-metil-L-alanina 

(BMMA) 

Não definida Nostoc Agonista glutamatérgico 

Fonte: Adaptado de CHORUS & BARTMAN, 1999; MOLICA et al., 2005; WERNER et al., 2012. 

 

Figura 4. Tipos de anatoxinas produzidas por cianobactérias.  

 

 

Fonte: CHORUS & BARTRAM, 1999. 

 

A primeira ocorrência a ser documentada da anatoxina-a(s) foi analisada a partir da cepa 

de Anabaena flos-aquae NRC 525-17 presente no lago Buffalo Pound na província de 

Saskatchewan - Canadá em 1965 (CARMICHAEL & GORHAM, 1978). Já nos Estados 

Unidos, a anatoxina-a(s) foi responsável de morte de nove cães que viviam nas proximidades 

do lago Richmond, no Estado Dakota do Sul (MAHMOOD, CARMICHAEL & PFAHLER, 

1988). A Dinamarca também documentou florações da cianobactéria ocorridas no lago Knud 

no período compreendido entre 1993 a 1995 durante o verão. Nas análises cromatográficas 

dessas amostras não foram detectadas as toxinas anatoxina-a e saxitoxinas, mas um perfil 

cromatográfico semelhante ao da anatoxina-a(s) com um potente teor neurotóxico 

(HENRIKSEN et al., 1997). 

As anatoxinas podem ser produzidas por várias espécies de cianobactérias, isoladas ou 

concomitante à produção de hepatotoxinas. No Brasil até o momento, somente a anatoxina-a(s) 

foi documentada dentre o grupo de anatoxinas, a primeira foi descrita no reservatório de 

Tapacurá-PE (MOLICA et al., 2005). A anatoxina-a(s) é um organofosforado natural, originado 

como um metabólito secundário de cianobactérias Anabaena spiroides, recentemente 

reclassificada como Sphaerospermopsis torques-reginae (MAHMOOD & CARMICHAEL, 

1987; MOLICA et al., 2005; WERNER et al., 2012) (Figura 5). Por conseguinte, a anatoxina-
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a(s) compartilha com os outros compostos organofosforados quimicamente relacionados (como 

por exemplo, o triclorfon (Tn)) a mesma atividade inibitória sobre a acetilcolinesterase 

(STÜRMER et al., 2014). A inibição da AChE faz com que o neurotransmissor de acetilcolina 

não seja mais hidrolisado durante a sinapse e com isso a membrana pós-sináptica não pode ser 

repolarizada, fazendo com que o influxo nervoso seja bloqueado (DEVIC et al., 2002; 

METCALF & BRUNO, 2017). A anatoxina-a(s) tem um mecanismo semelhante ao de 

inseticidas organofosforados e carbamatos, tais como, por exemplo, paraoxon, fisostigmina e 

piridostigmina (COOK et al., 1988; METCALF & BRUNO, 2017). Dessa forma, destaca-se a 

necessidade de identificar sistemas biológicos relevantes para ensaios de neurotoxicidade que 

envolvam compostos xenobióticos ambientalmente relevantes. Com isso, o modelo biológico 

de baratas da espécie Nauphoeta cinerea poderá contribuir como um importante marcador 

ambiental para obtenção de dados potencialmente relevantes para a otimização dos processos 

de identificação, tratamento e descontaminação ambiental. Além disso, estudos de 

neurobiologia associados ao CECA poderão contribuir para o desenvolvimento de novos 

compostos naturais com aplicabilidade biotecnológica. 
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Figura 5. Extrato contendo anatoxina-a(s) (CECA). (A) Cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae. (B) 

Cultivo da cepa ITEP24 da cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae. 

 

Fonte: Kelly Afonsina Fernandes- UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO (USP), 2018. 

 

 

1.1.3 Jaburetox (Jbtx) 

As ureases (EC 3.5.1.5, ureia amidohidrolase) são metaloenzimas níquel-dependentes 

que catalisam a conversão da ureia em duas moléculas de amônia e uma de dióxido de carbono 

(DIXON et al., 1926). As ureases são amplamente distribuídas em plantas, fungos e bactérias, 

porém não são sintetizadas por animais (MOBLEY& HAUSINGER, 1989). A partir de estudos 

com a Canavalia ensiformes, conhecida popularmente como Jack bean urease (JBU), foi isolada 

uma isoforma chamada Canatoxina (CNTX), uma proteína neurotóxica de 185.000 kDa que é 

parte da família relacionada ao gene da urease JBU (FOLLMER et al., 2001, 2004; PIRES-
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ALVES et al., 2003). Apesar do seu papel relacionado à atividade ureolítica, essas ureases 

demonstraram ação tóxica direta contra insetos e fungos, independentemente de sua atividade 

enzimática (STANISÇUASKI & CARLINI, 2012). Contudo, o efeito entomotóxico da CNTX 

é em parte devido a liberação de um peptídeo interno de 10kDa (Pepcanatox), sendo este 

liberado a partir da hidrólise da CNTX por enzimas do tipo catepsina no sistema digestório de 

insetos como Rhodnius prolixus, Callosobruchus maculatus, Dysdercus peruvianus, Nezara 

viridula e Oncopeltus fasciatus (CARLINI & GROSSI-DE-SÁ, 2002; DEFFERRARI et al., 

2011; FERREIRA-DASILVA et al., 2000; PIOVESAN et al., 2008; STANISÇUASKI et al., 

2005). O peptídeo derivado da urease exibe um potente efeito inseticida também em insetos 

com digestão a base de tripsina como a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) e para 

barata alemã (Blatella germanica), que não são susceptíveis pela ingestão de ureases nativas 

(CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016). O peptídeo recombinante Jaburetox (11.04 kDa) foi 

obtido a partir da sequência N-terminal do peptídeo Pepcanatox, utilizando como molde o 

cDNA da isoforma JABURE-II através da expressão heteróloga em Escherichia coli 

(MULINARI et al., 2007) (Figura 6).  

Figura 6. Estrutura tridimensional do peptídeo tóxico Jbtx obtida a partir da análise FLEXIBLE MECCANO/ SSP. 

A porção N-terminal do Jbtx, representada pela cor azul escuro apresenta o domínio entomotóxico mais importante 

em insetos. 

 

Fonte: Adaptado de LOPES et al., 2015. 

 

A modelagem molecular do Jaburetox, e posteriormente os estudos sobre a estrutura 

cristalográfica da JBU, mostrou a presença de um motivo β-hairpin na porção C-terminal do 

peptídeo, consistente com um mecanismo de ação baseado na neurotoxicidade ou na formação 

de poros (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010; BARROS et al., 2009; CARLINI & 

LIGABUE-BRAUN, 2016; MULINARI et al., 2007). Para melhor entender a importância do 
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motivo o β-harpin, três mutantes do peptídeo Jaburetox foram construídos afim de confirmar 

experimentalmente a importância desse motivo: Jbtx Δ-β (mutante com deleção do motivo β), 

Jbtx N-ter (mutante correspondente à metade N-terminal do peptídeo) e Jbtx C-ter (mutante 

correspondente à metade C-terminal do peptídeo, e que contêm o motivo β) (Figura 7) 

(CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016; MARTINELLI et al., 2014). 
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Figura 7. Propriedades moleculares e biológicas do peptídeo tóxico Jbtx. Nesse esquema é possível observar a 

produção do peptídeo entomotóxico Jbtx a partir da urease de Jack bean Urease (JBU), através da clivagem por 

digestão realizada por catepsinas em insetos (pepcanatox), ou então por expressão heteróloga em E. coli 

(Jaburetox). O Jbtx é capaz de se inserir nas membranas, alterando a permeabilidade dos lipossomas, além de ser 

capaz de formar canais iônicos, podendo exibir efeitos inseticidas e antifúngicos. O Jbtx pode apresentar 

importantes aplicações biotecnológicas nas quais podemos incluir as formulações em nanopartículas lipídicas e 

além de plantas transgênicas que expressam esse peptídeo tóxico. A mutagênese do Jbtx demonstrou que o motivo 

β-hairpin não é um fator relevante para determinar suas propriedades entomotóxicas e que metade N-terminal do 

peptídeo possui seu domínio entomotóxico mais importante (Adaptado de CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 

2016). 

 

 Fonte: Adaptado de CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016. 

 

O peptídeo Jbtx Δ-β que exibe a deleção do motivo β apresentou todas as propriedades 

entomotóxicas semelhantes ao peptídeo inteiro, demonstrando que o motivo β não é um 

determinante dessas atividades biológicas. Em experimentos realizados por meio de injeção 

utilizando modelos de insetos como O. fasciatus e R. prolixus, apenas o peptídeo mutante que 

corresponde à metade N-terminal apresentou uma atividade entomotóxica, sendo os dois outros 

peptídeos incapazes de reproduzir a mesma atividade. A forma como o experimento é 
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conduzido e administrado, também pode interferir no mecanismo de ação desses compostos, 

uma vez que a Jbtx C-terminal e Jbtx N-terminal são ainda funcionais quando ingeridos pelos 

insetos. Estudos mostraram também que esses peptídeos causaram o bloqueio da junção 

neuromuscular em baratas da espécie Phoetalia pallida, além de inibirem a secreção em túbulos 

de Malpighi em R. prolixus (STANISÇUASKI et al., 2009; MARTINELLI et al., 2014). A 

região C-terminal do Jaburetox também pode contribuir para que ocorra a interação do peptídeo 

com membranas celulares, porém essa porção foi menos ativa ou inativa quando ensaiada em 

diferentes preparações de insetos. O motivo β-harpin não é um determinante essencial para as 

propriedades entomotóxicas do Jaburetox, embora provavelmente possa estar envolvido na 

interação com membranas de insetos. Contudo, esses dados inferem que a porção N-terminal 

do jaburetox é a responsável pela atividade entomotóxica mais importante (CARLINI & 

LIGABUE-BRAUN, 2016; MARTINELLI et al., 2014). 

O Jaburetox demonstrou a capacidade de causar a diminuição da diurese em R. prolixus 

através de um mecanismo que envolve o GMP cíclico e o distúrbio do potencial de 

transmembrana dos túbulos de Malpighi (além da capacidade de atuar como permeabilizante 

de lipossomas unilamelares contendo carboxifluoresceína) (BARROS et al., 2009; 

STANISÇUASKI et al., 2009). Além disso, a neurotoxicidade do Jbtx sobre o sistema nervoso 

de insetos em estudos realizados com Triatomíneos demonstrou importantes sintomas 

neurotóxicos como paralisia transitória, movimentos não-coordenados dos membros e antenas 

procedido de morte, os quais ainda carecem de uma investigação aprofundada (CARLINI & 

LIGABUE-BRAUN, 2016). Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar, através de 

experimentos eletromiográficos e eletrofisiológicos, as alterações que regem o efeito 

neurotóxico induzido pelo Jbtx no sistema nervoso periférico e central dos insetos. Esse estudo 

se justifica não só no sentido do entendimento dos mecanismos tóxicos desse inseticida natural, 

mas também na investigação do seu potencial tóxico em diferentes modelos biológicos, 

garantindo a segurança da sua utilização em larga escala como biocida natural. 

 

1.2 AVALIAÇÃO DE RISCO E TOXICIDADE DOS PRODUTOS QUÍMICOS 

A pesquisa toxicológica envolvendo ensaios de toxicidade constitui o núcleo científico 

de uma importante atividade conhecida como avaliação de risco, fundamentalmente utilizada 

para a avaliação de possíveis impactos adversos à saúde de humanos e animais, decorrentes de 

exposições químicas (FAUSTMAN & OMENN, 2008). Em outras palavras, a avaliação de 
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risco pode ser definida como processo de estimar o potencial inerente a uma determinada 

substância química ou conjunto de substâncias em causar efeitos adversos a uma determinada 

população, sob condições específicas de exposição, o que possibilita o fornecimento de uma 

base racional para decisões e ações de saúde pública ou ambientais, destinadas a reduzir ou 

eliminar o risco em questão (PAUMGARTTEN, 1993). 

O processo de avaliação de risco na toxicologia agrega várias áreas. Seus componentes 

são qualitativos e quantitativos, consistindo em quatro etapas gerais: identificação  de perigos, 

avaliação da dose-resposta, avaliação da exposição e caracterização do risco (NRC 1983, 1994, 

2007). 

Etapa 1: Na identificação de perigos é primordial a identificação dos contaminantes 

suspeitos que possam representar riscos à saúde. Dessa forma, faz-se necessário a quantificação 

das concentrações presentes no ambiente, para que assim seja possível descrever as formas 

específicas de toxicidade (neurotoxicidade, carcinogenicidade, etc.), bem como avaliar as 

possíveis causas e condições sob as quais essas formas de toxicidade possam ser expressas em 

seres humanos expostos. 

Etapa 2: Na avaliação da dose-resposta é necessária uma avaliação mais profunda das 

condições sob as quais as propriedades tóxicas de um produto químico podem se manifestar em 

pessoas e animais expostos, tendo como ênfase particular a relação quantitativa entre a dose e 

a resposta tóxica. O desenvolvimento dessa relação quase sempre envolve o uso de modelos 

matemáticos. Essa etapa pode incluir uma avaliação das variações na resposta. Como por 

exemplo, diferenças na suscetibilidade entre jovens e idosos. 

Etapa 3: Na avaliação da exposição é necessário a especificação da população que pode 

estar exposta ao agente em questão, bem como a identificação das rotas pelas quais a exposição 

pode ocorrer para que se possa estimar a magnitude, a duração e o momento em que as pessoas 

poderão receber as doses como resultado de sua exposição. 

Etapa 4: Na caracterização do risco ocorre a integração das informações das três 

primeiras etapas, para que assim seja possível desenvolver uma estimativa qualitativa ou 

quantitativa da probabilidade de que qualquer um dos riscos associados ao agente em questão 

ser detectável em pessoas expostas. Desse modo, após todo esse processo os resultados da 

avaliação de risco serão expressos. A caracterização do risco também deve incluir uma 
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discussão completa das incertezas associadas às estimativas de risco (NRC, 1994; FAUSTMAN 

& OMENN, 2008). 

Dessa forma, avaliar a toxicidade dos produtos químicos, são utilizadas informações de 

quatro tipos de estudos: relações estrutura-atividade, estudos in vitro ou de curta duração, 

bioensaios in vivo com animais e informações de estudos epidemiológicos humanos. Em muitos 

casos, a informação de toxicidade de compostos é limitada. 

Relações estrutura/ atividade: é um método utilizado para avaliação de misturas 

complexas. Baseia-se no estudo de um composto-protótipo e seus análogos, o que auxilia na 

compreensão da determinação de quais partes da molécula são responsáveis pela atividade 

biológica, ou seja, o grupo farmacóforo (THOMAS, 2000). Normalmente as relações estrutura/ 

atividade são organizadas com base na alteração em parte da estrutura química do protótipo, 

levando em conta a influência na atividade com enfoque qualitativo e quantitativo. Modelos 

computadorizados que utilizam o mapeamento farmacofórico com enfoque no desenho 

molecular e 3D, têm sido bem-sucedidos na busca para estabelecer as relações quantitativas 

(THOMAS, 2000; FAUSTMAN & OMENN, 2008). 

Testes in vitro ou de curta duração: essa abordagem apresenta um enfoque no 

desenvolvimento de marcadores moleculares afim de se detectarem efeitos adversos em níveis 

de exposição mais baixos, podendo assim observar clinicamente os efeitos que causariam a 

resposta patológica. Podendo avaliar desde o desenvolvimento, reprodução, neurotoxicidade 

até mesmo a imunotoxicidade. Os testes in vitro ainda não conseguem acessar a complexidade 

fisiológica de um organismo vivo. Contudo, esses estudos têm sido aprimorados e futuramente 

poderão auxiliar na compreensão do mecanismo de ação tóxica de substâncias químicas, bem 

como na etiologia das doenças (JARDIM & CALDAS, 2009; FAUSTMAN & OMENN, 2008). 

Bioensaios in vivo com animais: essa abordagem traz dados que são componentes 

essenciais para o processo de identificação do risco e ainda constituem uma das principais 

fontes de informação para identificar e caracterizar o dano aos seres humanos e ao meio 

ambiente. Após 1980, foram apresentados protocolos mais harmonizados como os da OECD1 

(Organization for Economic Cooperation and Development), com a finalidade de inseri-los 

                                                             
1 É uma organização internacional que envolve 37 países que aceitam os princípios da democracia representativa 

e da economia de mercado, com vistas a fornecer dados em uma plataforma para comparar políticas econômicas, 

solucionar problemas comuns e coordenar políticas domésticas e internacionais. Os membros são compostos em 

maioria por economias com um elevado PIB (Produto Interno Bruto) e Índice de Desenvolvimento Humano (IDH). 
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como padrões em nível internacional (OECD, 1993; FAUSTMAN & OMENN, 2008). Desde 

então, esses protocolos têm sido constantemente reavaliados com o objetivo de diminuir o 

número de animais envolvidos em experimentos. Permitindo assim, o uso de modelos 

alternativos ao uso de vertebrados, o que garante uma maior humanização do processo de 

análise toxicológica, ao mesmo tempo em que busca a obtenção de um maior número de 

informações possíveis sobre a toxicidade do composto (JARDIM & CALDAS, 2009). 

Segundo Jardim e Caldas (2009), o uso de novas tecnologias, como a genômica e a 

proteômica, além do uso de animais transgênicos, tem proporcionado o desenvolvimento de 

diversos estudos, principalmente para testes de carcinogenicidade de curta duração. Além disso, 

contribui para a importância de endpoints2 que atualmente não totalmente acessados, como 

efeitos neuropsicológicos, à resposta imunológica e alterações endócrinas. Dessa forma, antes 

de qualquer estudo toxicológico com animais é necessário extrair o máximo em relação ao 

conhecimento existente sobre a natureza química da substância, o mecanismo de ação e 

toxicocinética, obtidos em estudos com SAR (Relação estrutura-atividade) e de testes in vitro. 

Informações de estudos epidemiológicos humanos na avaliação de risco: essa 

abordagem apresenta um valor importante, uma vez que reduz a incerteza relacionada às 

descobertas em ensaios com animais. Esses dados são principalmente derivados de estudos com 

desenho experimental ou epidemiológico observacional, apresentando ferramentas disponíveis 

para o uso de indicadores biológicos representativos da exposição à substância de interesse 

(BUCHANAN et al., 2017). Os principais tipos de desenhos de estudos epidemiológicos 

disponíveis são: estudos transversais, estudos de coorte e estudos caso-controle. Os estudos 

transversais analisam e avaliam grupos de pessoas para identificar fatores de risco (exposição) 

e doenças, porém não são tão úteis no que se refere o estabelecimento de relação causa e efeito. 

Os estudos de corte avaliam indivíduos selecionados levando em conta a exposição a um agente 

em estudo. Já nos estudos caso-controle, o status da toxicidade é o principal fator nos indivíduos 

selecionados, pois levam em consideração os casos de indivíduos doentes e não-doentes. O 

avanço obtido com estudos do projeto genoma, proporcionou a sofisticação de biomarcadores 

moleculares e consequentemente a melhoria na compreensão do entendimento da plausibilidade 

biológica (FAUSTMAN & OMENN, 2008). 

 

 

                                                             
2 Termo em inglês que significa pontos de extremidade, apresentando uma conotação de término ou conclusão. 
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1.3 EFEITOS TÓXICOS DE DOSES SUBLETAIS 

Nas últimas décadas diversos métodos foram desenvolvidos para avaliar os efeitos 

colaterais tóxicos dos inseticidas nas avaliações de controle de insetos. Durante muito tempo, 

o método clássico de laboratório para estimar os efeitos colaterais de inseticidas em pragas de 

insetos, inimigos naturais e artrópodes benéficos foi determinar a dose letal (DL50) ou a 

concentração letal (CL50) (DESNEUX et al., 2007; COSTA et al., 2015). A avaliação da dose 

e/ou concentrações letais é uma ferramenta muito útil para comparar as toxicidades de 

diferentes princípios ativos e diferentes formulações de inseticidas contendo o mesmo princípio 

ativo. As estimativas letais também podem ser uma informação importante ao avaliar o 

desenvolvimento de populações de pragas resistentes a inseticidas (FRANÇA et al., 2017). Os 

efeitos subletais são definidos como efeitos (fisiológicos ou comportamentais) em indivíduos 

que sobrevivem à exposição a um inseticida (a dose pode ser subletal ou letal). Uma dose 

subletal é definida como induzindo nenhuma mortalidade aparente na população experimental 

(DESNEUX et al., 2007). 

Os principais inseticidas utilizados no manejo de pragas de lepidópteros são inibidores 

da biossíntese de quitina (Teflubenzuron); bloqueadores dos canais de sódio dependentes de 

voltagem (Indoxacarb); e os disruptores microbianos da membrana mesentérica (Bacillus 

thuringiensis) (RODRIGUES et al., 2018). Efeitos subletais tem sido avaliado em diversas 

ordens de insetos, analisando diferentes aspectos biológicos, fisiológicos e comportamentais, 

como por exemplo, o efeito do extrato aquoso de Trichilla spp. em Spodoptera frugiperda sobre 

sobrevivência, desenvolvimento e peso de larvas e pupas (BORGONI & VENDRAMIM, 

2005). As doses subletais de permetrina e fipronil apresentaram efeitos fisiológicos e 

comportamentais em Aphis melífera caracterizados por níveis menores de resposta sobre o 

aprendizado. Contudo, após a degradação do inseticida, as abelhas recuperaram a habilidade 

normal de aprendizado com o passar do tempo (EL HASSANI et al., 2005). Todas as classes 

de inseticidas podem afetar a reprodução dos insetos através de efeitos adversos subletais em 

parâmetros fisiológicos, como: ovulação, a fertilização do óvulo, espermatogênese e motilidade 

espermática (LEE, 2000). Nos mosquitos da espécie Aedes aegypti, a postura de ovos foi 

reduzida com doses subletais de dieldrin, d-fenotrina e d-Aletrina (LEE, 2000). Pesquisas com 

neonicotinóides (agonistas do receptor da acetilcolina) alteraram a transdução do sinal 

colinérgico neuronal e demonstram que o tiaclopride, o imidacloprido e a clotianidina também 

podem afetar o sistema imunológico e a viabilidade dos espermatozoides em abelhas 

(FISCHER et al., 2014; DOUBLET et al., 2015).  
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Múltiplos efeitos biológicos são descritos na literatura devido ao uso de doses subletais 

de inseticidas, por exemplo, os efeitos subletais dos inseticidas lufenuron, metoxifenozida e 

tebufenozida sobre Anticarsia gemmatalis, reduzindo o peso das pupas, a longevidade dos 

adultos e a fertilidade (SILVA et al., 2003). Vários estudos também relatam os efeitos subletais 

de inseticidas de origem natural, como por exemplo, óleos essenciais (terpenos, fenólicos e 

alcalóides) e seus compostos sobre a biologia de insetos. O óleo essencial de cravo-da-índia 

demonstrou a atividade dessa substância em diversos parâmetros biológicos de Spodopetra 

frugiperda apresentando redução do tempo de sobrevivência, alterações no peso e tempo de 

larvas e pupas, além de causar a diminuição da longevidade, fecundidade e fertilidade (LIMA 

et al., 2009; CRUZ et al., 2016). Além disso, doses subletais de ciantraniliprole, um novo 

inseticida com foco nos receptores de rianodina, diminuíram a velocidade de crescimento e a 

reprodução populacional de Agrotis ipsilon (BANTZ et al., 2018). 

Uma das dificuldades quando se estuda os efeitos subletais de um inseticida pode ser a 

exposição aguda a altas concentrações de um produto químico que pode resultar na seleção de 

insetos menos sensíveis a ação do inseticida testado. Dessa forma, os insetos resistentes podem 

fornecer respostas que não são representativas da população em geral. Por esta razão, deve-se 

ter muito cuidado quando o assunto são os efeitos subletais dos inseticidas, uma vez que erros 

na avaliação da escolha das doses (subletais e letais) ensaiadas podem fornecer resultados 

enganosos (DESNEUX et al., 2007). Além disso, um dos problemas enfrentados em relação a 

exposição de uma dose subletal de inseticidas é a indução de produção de enzimas que 

desintoxicam os inseticidas, fazendo com que seus efeitos possam participar no 

desenvolvimento de tolerância a inseticidas ou resistência em insetos-praga. Existem vários 

mecanismos de desintoxicação em insetos, como as monooxigenases do citocromo P450 

(CYP), glutationa S-transferase (GST) e esterases (ZHAO et al., 2018). Um exemplo, foi o 

aumento da fecundidade do mosquito Bradysia odoriphaga, induzido por uma dose subletal de 

clorfenapir, tendo tal efeito correlacionado com o aumento da atividade da GST (BANTZ et 

al., 2018). 

O estudo dos efeitos subletais de inseticidas sobre insetos é de grande importância 

quando se tem acesso ao efeito total de um agente tóxico. Contudo, os testes de mortalidade 

ainda são considerados a melhor escolha entre vários inseticidas em um contexto de manejo 

integrado de pragas, principalmente quando o assunto são os efeitos subletais de inseticidas em 

relação a inimigos naturais (DESNEUX et al., 2007; BANTZ et al., 2018). Nesse contexto, a 

avaliação dos efeitos subletais em inimigos naturais permitirá o desenvolvimento de programas 
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integrados no controle de pragas, com uso mais seguro e eficaz de controle químico e biológico 

(FRANÇA et al., 2017). Quando se estuda compostos potenciais inseticidas deve ser levado em 

conta o risco, pois é crucial estabelecer uma conexão entre a toxicidade de um determinado 

produto em ensaios laboratoriais e o risco associado à exposição em condições de campo 

(incluindo efeitos letais e subletais) (DESNEUX et al., 2007). 

O uso de insetos em bioensaios para avaliar os efeitos subletais de um inseticida ou 

potencial agente inseticida sobre insetos benéficos podem ajudar na análise da avaliação do 

risco de um composto xenobiótico de forma mais completa, incluindo a avaliação dos efeitos 

desses componentes em processos comportamentais e fisiológicos, ao invés de apenas 

considerar a mortalidade como um ponto final (STÜRMER et al., 2014). Embora esses ensaios 

sejam mais trabalhosos em relação a estimativas de concentração letal, os dados obtidos 

auxiliarão os pesquisadores a avaliar os impactos não-objetivos dos inseticidas e assim 

promover a descoberta de efeitos colaterais ecológicos cruciais antes do registro de inseticidas 

no mercado (DESNEUX et al., 2007). 

 

 

1.4 INSETOS COMO MODELO EXPERIMENTAL ALTERNATIVO PARA O ESTUDO 

DE TOXICIDADE 

Nos últimos anos, o uso de métodos alternativos na experimentação animal tem 

chamado atenção da comunidade cientifica. Esse interesse surgiu em grande parte devido à 

preocupação com o bem-estar animal e os custos crescentes com os cuidados e a aquisição dos 

modelos animais tradicionais (GAD, 2016). Sabe-se que dados experimentais obtidos a partir 

de estudos toxicológicos com animais são muito importantes, principalmente em relação à 

compreensão dos efeitos adversos, nos quadros de manifestação da exposição à uma certa 

substância química, seja ela um medicamento, um inseticida, ou outros compostos (DOKE & 

DHAWALE, 2015).  

O uso de animais em pesquisas cientificas, principalmente mamíferos tem gerado 

discussões consideráveis, principalmente no que diz respeito ao caráter ético, devido o emprego 

de grande número de animais e do sofrimento causado durante alguns tipos de procedimentos 

(LIGUORE et al., 2017). Com isso, a reavaliação da utilização dos modelos animais 

tradicionais em ensaios experimentais na área de biomedicina tem se tornado uma tendência 

mundial. Diversas instituições objetivam desenvolver e validar novos métodos de 
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implementação regulatória de testes alternativos em diversos países, a fim de legalizar e 

harmonizar o uso dos mesmos (GAD, 2016).  

Segundo Morales (2008), o termo "modelos experimentais alternativos" quanto a 

utilização de animais em pesquisa cientifica tem causado certa confusão, uma vez que passa a 

ideia de que a ciência deixará de utilizar animais ou substituí-los em grande parte dos 

experimentos, por outros métodos. Ainda são poucos os casos onde simulações computacionais, 

experimentos in vitro e outros métodos são capazes de substituir completamente o uso de 

animais. A comunidade científica mundial tem trabalhado de modo a diminuir o uso de animais 

para um número mínimo possível. Contudo, o conceito de "métodos alternativos" deveria ser 

compreendido em um contexto mais amplo considerando por exemplo a substituição de 

mamíferos por outras espécies (invertebrados, anfíbios, répteis, bactérias, leveduras, vírus, etc).  

Entre os invertebrados, os insetos são os representantes mais significativos, cujo número 

de pesquisas realizadas a partir do uso de diferentes espécies tem contribuído substancialmente 

para a compreensão dos diversos mecanismos biológicos existentes em quase todos os seres 

vivos. Os estudos com invertebrados trouxeram importantes achados, como por exemplo, no 

caso de pesquisas realizadas em axônios gigantes de lulas que forneceram as bases do conceito 

da participação de íons durante o potencial de ação na transmissão dos impulsos elétricos 

nervosos (HODGKIN & HUXLEY, 1952; HIRSCH, 1965). Outro exemplo de pesquisa 

realizada com invertebrados, porém nesse caso com insetos, diz respeito a pigmentação dos 

olhos da Drosophila meloganaster (mosca da banana), que forneceu à hipótese de que cada 

gene controla uma única enzima, importante marco fundamental e conceitual da biologia 

molecular (HODGKIN & HUXLEY, 1952; EPHRUSSI, 1942; MORALES, 2008; 

PARAMASIVAM & SELVI, 2017).  

O sistema nervoso de insetos serve também como um alvo principal para estudos no 

controle convencional de insetos, que atualmente depende de produtos químicos extremamente 

tóxicos e que são divididos em quatro grupos: organoclorados, organofosforados, carbamatos e 

piretróides (ANVISA, 2008). Um dos principais problemas enfrentados atualmente no uso de 

inseticidas, é o seu emprego em quantidades acima do desejável, propiciando aos insetos 

resistência a estes compostos. Além disso, a poluição do meio ambiente, causada pelo uso 

indiscriminado de produtos químicos e a baixa seletividade, acaba prejudicando a diversidade 

ecológica, levando à morte de inúmeros animais/ insetos que são susceptíveis a esses tóxicos 

assim como os insetos-praga. O grande desafio da indústria química moderna é desenvolver 
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novas alternativas mais seguras no controle de pragas, como compostos mais seletivos e com 

menor impacto ao meio ambiente. Nesse sentido, o uso de peptídeos e toxinas de origem natural 

como moléculas protótipo, associado ao emprego de modelos biológicos adequados, como o 

modelo alternativo de insetos, tem aumentado as chances de descoberta de novos compostos 

químicos seletivos para o sistema nervoso dos insetos-praga (MANZOLI-PALMA et al., 2003; 

SANTOS et al., 2014; CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016).  

Além disso, insetos como libélulas, borboletas e gafanhotos são ecologicamente bons 

indicadores, pois são altamente sensíveis a mudanças ambientais. Por exemplo, a presença da 

libélula em qualquer massa de água, confirma um ambiente aquático livre de contaminação 

(MONDAL et al., 2015). A importância da presença dos insetos nos ambientes aquáticos está 

sendo reconhecida como um importante marcador de controle ambiental, uma vez que se 

tornam uma ferramenta extremamente útil para testar paradigmas ecológicos (BATZER & 

WISSINGER, 1996; GIRGIN et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2012). 

 

1.5 CONSIDERAÇÕES SOBRE AS ESPÉCIES ESTUDADAS E A 

NEUROFISIOLOGIA DE INSETOS 

1.5.1 Locusta migratória (Linneaus, 1758) 

Os gafanhotos migratórios (Ordem: Orthoptera, Família: Acrididae), como são 

conhecidos, é a única espécie do gênero Locusta e apresentam uma distribuição geográfica que 

compreende desde a África, Ásia, Austrália, Nova Zelândia até Europa (em casos mais raros). 

O comprimento do corpo varia em média de 3,5 a 5 cm para machos e de 4,5 a 5,5 cm para 

fêmeas. A coloração do corpo pode variar entre verde, marrom, verde amarelado ou cinza. O 

comprimento do fêmur posterior é característico nessa espécie, apresentando de 2,2 a 2,6 cm 

(machos) e 2 a 3,2 cm (fêmeas). Os gafanhotos dessa espécie geralmente se reproduzem apenas 

uma vez por ano, podendo variar em zonas tropicais sob condições altamente adequadas. A 

oviposição ocorre entre os meses de agosto-setembro e os ovos durante o inverno. As fêmeas 

ovopositam de 1 a 3 ootecas, com uma média de 60-80 ovos cada. Solos arenosos e leves são 

favoráveis para a postura de ovos. A eclosão dos ovos normalmente ocorre entre o início de 

maio e início de junho. Existem 5 instares de desenvolvimento que dura em torno de 35-40 dias 

(7-8 dias para cada instar). Os primeiros indivíduos adultos surgem entre os meses de junho a 

início de julho, permanecendo às vezes até novembro em regiões mais quentes. Gafanhotos 
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migratórios são herbívoros e se alimentam principalmente de grama e pastos. A dinâmica 

populacional está intimamente ligada a mudanças no balanço hídrico em áreas de reprodução, 

alternância de inundações sazonais e períodos de seca em canaviais, causando redução ou 

disseminação de locais de abastecimento de alimentos e de oviposição (FAO, 2019). 

Os gafanhotos da espécie Locusta migratoria representam uma das mais visíveis pragas 

de insetos de todos os tempos, sendo abundantes em pastagens secas e deserto. As populações 

desses insetos podem exibir comportamento migratório, levando à formação de espetaculares 

enxames que conseguem voar centenas de quilômetros por dia, e até mesmo atravessar oceanos 

(ABDELLAOUI et al., 2013; WANG et al., 2014). L. migratoria é uma das espécies mais 

difundidas de gafanhotos e durante muito tempo serviu como organismo modelo para estudos 

de morfologia, comportamento e pesquisa fisiológica de insetos (WANG et al., 2014). A 

sequência do genoma de L. migratoria ofereceu novos insights3 sobre a biologia e o manejo 

sustentável dessas espécies de insetos consideradas pragas, promovendo-a como animal modelo 

para estudos comportamentais e fisiológicos (WANG et al., 2014). Estudos recentes com 

transcriptoma de L. migratoria, mais especificamente a superfamília de genes LmCYPs 

forneceram a base para a compreensão das funções fisiológicas, diversidade funcional, 

evolução e mecanismos reguladores que controlam a expressão da superfamília do gene CYP 

nos gafanhotos dessa espécie. CYPs de insetos desempenham papéis-chave na 

biotransformação de inseticidas e produtos químicos de plantas, nos quais estão implicados na 

resistência a inseticidas e na adaptação de insetos (ZHANG et al., 2018). 

                                                             
3 Termo em inglês que significa, clareza, discernimento, etc. Apresenta conotação de compreensão ou solução de 

algo. 
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Figura 8. Imagem representativa de Locusta migratoria. 

 

Fonte: Wageningen Academic Publishers © 

 

1.5.2 Nauphoeta cinerea (Olivier, 1789) 

Barata salpicada ou Barata lagosta (Ordem: Blattodea, Família: Blaberidae) como 

popularmente é conhecida são originarias da África apresentando ampla distribuição geográfica 

devido sua fácil associação com seres humanos. Os indivíduos adultos apresentam uma 

coloração que varia do cinza matizado ao marrom claro, medindo em média de 2,5 a 2,9 cm de 

comprimento, apresentando um peso corporal entre 0,5 ± 0,03g (SANTOS et al., 2016). O 

pronoto (segmento torácico) apresenta um desenho característico. As asas são manchadas e não 

cobrem o abdômen. Vivem aproximadamente 1 ano e realizam 8 ecdises em média nesse 

período, estando aptas para reprodução em torno de 150 dias. Apresentam metamorfose 

incompleta, passando pelos estágios de ovo, ninfa e adulto, com a ausência do estágio imóvel 

(pupa). São onívoras e aceitam tanto alimento animal quanto o vegetal, embora deem 

preferência aos vegetais. São ovovivíparas na qual algumas fêmeas são capazes de mudar de 

um modo de reprodução sexual para um modo assexual quando isoladas dos machos. A 

partenogênese facultativa pode ocorrer em algumas fêmeas. Dessa forma, essa barata é um 

importante modelo no que tange as restrições ao desenvolvimento na manutenção do sexo 

(CORLEY et al., 1999). A ooteca tem cerca de 1,5 a 1,8 cm de comprimento apresentando 

coloração marrom clara ou branca, com marcações mostrando a posição dos ovos. Cada capsula 

de ooteca apresenta entre 26 a 40 ovos e é incubada por 36 dias até a eclosão, onde são 
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diferenciados pela presença ou não de estilos na placa subgenital. O dimorfismo sexual é 

característico, no qual machos apresentam estilos e as fêmeas não. É muito comum as fêmeas 

terem o abdômen mais desenvolvido e arredondado que os machos. Os filhotes quando nascem 

apresentam uma coloração esbranquiçada, que escurece adquirindo uma tonalidade marrom 

escura após 24 horas. Os filhotes ficam debaixo do abdômen da fêmea por algumas horas após 

o nascimento (NUTRINSECTA, 2019). 

As baratas são um dos mais antigos e primitivos insetos alados, que existiram com 

sucesso e permaneceram praticamente inalterados na morfologia do corpo por 

aproximadamente 350 milhões de anos, desde o Carbonífero até o presente. Existem cerca de 

3.500 espécies conhecidas de baratas em todo o mundo, apenas trinta são consideradas pragas 

domésticas (APPEL, 1995; ZHOU et al., 2014). Dentre as espécies, temos Nauphoeta cinerea 

que se apresentam como um modelo alternativo potencial em substituição aos ensaios com 

mamíferos quando se precisa avaliar a toxicidade e os efeitos farmacológicos de xenobióticos 

e de toxinas naturais (ADERARA et al., 2015; CARRAZONI et al., 2016; SANTOS et al., 

2016). As baratas dessa espécie se reproduzem facilmente em cativeiro e é frequentemente 

usada como alimento na manutenção de outros invertebrados objetos de estudos toxinológicos, 

como por exemplo, escorpiões (SANTOS et al., 2016). As baratas são amplamente 

reconhecidas como um modelo significativo e extremamente útil em estudos neurobiológicos, 

uma vez que vários métodos eletrofisiológicos, moleculares e bioquímicos usando preparações 

de baratas tem contribuído para o desenvolvimento da toxinologia e da toxicologia 

(STANKIEWICZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013; STÜRMER et al., 2014). Os 

princípios biofísicos de seu sistema nervoso, além de seus neurotransmissores são praticamente 

os mesmos aos de vertebrados, embora a distribuição varie (STANKIEWICZ et al., 2012). 

Além da similaridade biofísica nas funções do sistema nervoso entre insetos e mamíferos, as 

baratas representam ainda um modelo satisfatório devido ao seu tamanho, facilidade de 

manutenção e modelo animal altamente fértil (ADERARA et al., 2015). 
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Figura 9. Imagem representativa de Nauphoeta cinerea. 

 

Fonte: Do autor 

 

 

1.5.3 Blatella germanica (Linneaus, 1767) 

Barata-germânica ou baratinha (Ordem: Blattodea, Família: Blattellidae) como é 

popularmente conhecida são originarias da Ásia e medem de 1 a 1,5 cm de comprimento. A 

coloração do corpo varia do castanho a castanho escuro, com duas bandas paralelas distintas ao 

longo do pronoto. Os machos são mais delgados e com abdômen posterior cônico, enquanto as 

fêmeas são mais robustas e com abdômen posterior arredondado. A barata germânica tem três 

estágios de vida típicos de insetos com metamorfose incompleta: o ovo, a ninfa e o adulto. Todo 

o ciclo de vida é concluído em cerca de 100 dias. No entanto, fatores como temperatura e estado 

nutricional podem influenciar o tempo necessário para completar o ciclo de vida. As baratas 

dessa espécie se reproduzem continuamente com muitas gerações e em condições ideais, o 

crescimento populacional tem se mostrado exponencial. A Blatella germanica é onívora, ou 

seja, com capacidade para metabolização de diferentes classes alimentícias, tendo assim uma 

dieta alimentar menos restrita. Uma ooteca típica contém de 30 a 40 ovos. A ooteca nessa 

espécie de baratas é uma pequena cápsula marrom em forma de bolsa apresentando cerca de 8 

mm de comprimento, 3 mm de altura e 2 mm de largura (VALLES, 2008). 

A B. germanica é uma das pragas de insetos mais importantes relacionadas à saúde 

pública, podendo transmitir vários vírus patogênicos, fungos, helmintos e bactérias (ZHOU et 
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al., 2014). Essa espécie se tornou um importante modelo para estudos científicos sobre 

reprodução, metamorfose, neurofisiologia, ecologia comportamental e química, biologia 

alergênica, metabolismo nutricional e resistência a inseticidas (APPEL, 1995; NIU et al., 2016). 

Estudos com o transcriptoma de B. germanica forneceu recursos de dados genéticos útil para a 

compreensão dos mecanismos moleculares relacionado a imunidade das baratas, resistência a 

inseticidas, quimiorrecepção e regulação gênica (ZHOU et al., 2014; NIU et al., 2016). Sabe-

se que inseticidas piretróides alteram o controle normal dos canais de sódio dependentes de 

voltagem no sistema nervoso. Mutações nos canais de sódio foram identificadas em populações 

de B. germanica resistentes a piretróides. Essas mutações no gene do canal de sódio de B. 

germanica demonstrou a redução da sensibilidade dos canais expressos à deltametrina, 

mostrando que a mutação diminuiu a sensibilidade do canal de sódio a deltametrina em cinco 

vezes utilizando oócitos de Xenopus (TAN et al., 2002). Além disso, essa espécie tem sido um 

importante modelo para avaliação farmacológica e toxicológica na descoberta de toxinas 

naturais seletivas para insetos, como por exemplo, no caso toxina escorpiônica BjαIT (ARNON 

et al., 2005). 

Figura 10. Imagem representativa de Blatella germanica. 

 

Fonte: P.G. Koehler, Universidade da Florida. 
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1.5.4 Neurofisiologia de insetos 

O sistema nervoso de insetos é formado pelo sistema nervoso central (SNC), 

apresentando gânglios segmentares pareados, organizado em forma de um cordão nervoso 

ventral e pelo sistema nervoso periférico (SNP), que inclui o sistema digestivo do animal 

(Figura 11). Os gânglios do SNC são fusionados formando uma massa ganglionar 

supraesofágica ou cérebro como também é conhecido. O cérebro de insetos é composto por três 

estruturas: protocérebro e deuterocérebro, ambos evolvidos nos centros de processamento de 

informações sensoriais dos olhos e antenas, enquanto o tritocérebro, está ligado ao sistema 

digestivo e no controle dos músculos do intestino (OSBORNE, 1996; NATION, 2016; 

SMARANDACHE-WELLMANN, 2016). 

Figura 11. Modelo de inter-relação do sistema nervoso de insetos. 

 

Fonte: Adaptado de ROMOSER & STOFFOLANO, 1998. 

Os axônios dos neurônios do gânglio subesofágico são projetados ao cérebro e 

posteriormente para os gânglios torácicos, apresentando uma influência direta sobre os padrões 
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motores dos insetos (Figura 12). Os gânglios torácicos são divididos em: protorácico, 

mesotorácico e metatorácico. Cada gânglio torácico envia axônios motores para os músculos 

da perna de seu segmento e recebe os axônios sensoriais dos receptores sensoriais de 

articulações do tarso e da perna (NATION, 2016; SMARANDACHE-WELLMANN, 2016). 

Figura 12. Organização do Sistema Nervoso Central (SNC) em insetos. Os gânglios da cabeça são fusionados 

formando o gânglio supraesofágico ou cérebro. Os demais gânglios são pareados em um cordão nervoso ventral 

ligados por conectivos de axônios. 

 

Fonte: Do autor 

 

O cérebro, o cordão nervoso ventral, os gânglios e nervos ventrais são protegidos do 

contato direto com a hemolinfa por uma barreira seletivamente permeável, a barreira 

hematoencefálica. A barreira hematoencefálica evoluiu nos insetos de modo a preservar as 

células neuronais altamente excitáveis, garantindo assim a geração e propagação do potencial 

de ação (BANERJEE & BHAT, 2007, NATION, 2016). 

A maioria dos inseticidas altamente eficazes atuam sobre o sistema nervoso dos insetos, 

sistema responsável pelo controle do corpo e dos músculos e consequentemente o 
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comportamento do animal. A neurotransmissão é um processo caracterizado pela regulação de 

inúmeras moléculas ativas que são liberadas devido a resposta a estímulos específicos de 

diferentes tipos de células neuronais ou afins. A base da neurotransmissão é a exocitose 

controlada, que proporciona de forma precisa a secreção de neurotransmissores a partir de 

neurônios pré-sinápticos e consequentemente a liberação de neurotransmissores rápidos, como 

os de acetilcolina liberadas a partir de sinapses centrais e periféricas. Além da secreção de 

polipeptídios lentos de ação de neurônios centrais e periféricos e células neuroendócrinas 

(LANGLEY& GRANT, 1997; SANTOS, 2014). 

Por outro lado, podemos compreender os componentes essenciais envolvidos no modo 

de ação de um composto inseticida, através do arco reflexo monossináptico que ilustra quando 

um neurônio sensorial recebe um estímulo externo (Figura 13). Tudo começa com um estímulo 

elétrico gerado, que por sua vez se desloca para baixo do dendrito ou ao lado de entrada da 

célula, passando pelo corpo celular do neurônio sensorial e depois ao longo do axônio até o seu 

término na sinapse. Na sinapse, o sinal elétrico é convertido em um sinal químico que é 

transmitido através do espaço sináptico para a célula pós-sináptica. Dessa forma, o 

neurotransmissor é emitido a partir do terminal pré-sináptico para ativar os receptores na célula 

pós-sináptica, através de um neurônio motor. O sinal no neurônio motor viaja para a sinapse 

neuromuscular, onde desencadeia a liberação de um neurotransmissor químico, que ativa a 

contração do músculo (HESS & BÜSCHGES, 1997; BASF, 2013). 

Figura 13. Arco reflexo monossináptico de um inseto. 

 

Fonte: Adaptado de BASF, 2013. 
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A excitabilidade elétrica é uma propriedade essencial e característica dos neurônios, a 

qual é responsável pela manutenção dos gradientes iônicos através da membrana plasmática. 

Por esta razão, o meio intracelular apresenta uma alta concentração de íons de potássio em 

relação ao meio extracelular, o qual apresenta uma baixa concentração de íons sódio e cálcio. 

As terminações nervosas e musculares se tornam excitáveis em função dos canais iônicos 

(seletivos para Na+, K+ ou Ca²+) sensíveis à voltagem na membrana superficial. A diferença de 

voltagem da membrana faz com que esses canais se abram ou fechem em função dos gradientes 

de concentração (Figura 14). Com isso, ocorre a despolarização ou hiperpolarização da 

membrana, onde os canais para sódio, potássio e cálcio são responsáveis pela geração e 

condução do potencial de ação através da membrana (MARCUSSI et al., 2011; SANTOS, 

2014). 

Figura 14. Excitabilidade elétrica da membrana plasmática. 

 

Fonte: Adaptado de RANG & DALE, 2011. 

 

Segundo Santos (2014) a condução dos potenciais de ação ocorre através do axônio até 

o terminal nervoso ocasionando a despolarização da terminação pré-sináptica e 
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consequentemente causando a abertura transitória de canais para Ca²+ dependentes de voltagem. 

A concentração de Ca²+ no fluido intersticial da terminação do axônio causa o aumento da 

concentração interna de Ca²+, gerando a fusão das vesículas sinápticas com a membrana 

plasmática e a consequente liberação de neurotransmissor na fenda sináptica por exocitose. 

Dessa forma, o neurotransmissor se difunde pela fenda sináptica onde se liga aos receptores 

específicos na superfície externa do neurônio seguinte ou de células efetoras tais como as de 

músculo esquelético. 

Os receptores de rianodina tem sido alvo de estudos para novos inseticidas há décadas 

e recebeu o nome de inseticida natural derivado de estudos com plantas (alcalóides), a 

Rianodina. Por esta razão se tornou uma ferramenta única na caracterização desses receptores 

devido à sua alta especificidade de ligação e afinidade por insetos (NAUEN, 2006). Os 

receptores de rianodina são uma classe distinta de canais de cálcio dependentes de ligantes, na 

qual controlam a liberação de cálcio de reservas intracelulares. Estes receptores estão 

localizados no retículo sarcoplasmático do músculo e no retículo endoplasmático de neurônios 

e em muitos outros tipos de células (SATTELLE et al., 2008). Com isso, duas classes de 

produtos químicos sintéticos deram origem a inseticidas comerciais que visam os receptores de 

rianodina de insetos. A classe de diamida do ácido ftálico produziu a flubendiamida, o primeiro 

inseticida sintético do receptor de rianodina a ser comercializado. Logo em seguida, ocorreu a 

descoberta das diamidas antranílicas, produzindo inseticidas Rynaxypyr® e Cyazypyr™ 

(NAUEN, 2006; SATTELLE et al., 2008). 

O sistema neuromuscular dos insetos apresenta inúmeros neurotransmissores 

conhecidos. A acetilcolina (ACh) é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso 

central do inseto (SNC), cujas sinapses colinérgicas são responsáveis por transmitir um sinal 

excitatório de uma célula pré-sináptica para a célula pós-sináptica. As sinapses colinérgicas são 

extremamente importantes em termos de ação inseticida, como também as sinapses de GABA, 

glutamato e octopamina (RATTAN, 2010) (Figura 15). 

 

 

 



57 
 

Figura 15. Neurotransmissão em sinapse colinérgica. 1) Um sinal nervoso (ação potencial) flui para baixo axônio 

do nervo e atinge o terminal pré-sináptico. 2) Uma vez estimulado pelo sinal do nervo, as vesículas sinápticas se 

fundem com a pré-sináptica da membrana e liberam as moléculas de neurotransmissores. 3) Os neurotransmissores 

se ligam e ativam os receptores na membrana pós-sináptica e um novo impulso é gerado. 4) Para encerrar o sinal, 

a acetilcolinesterase degrada o neurotransmissor. 

 

Fonte: Adaptado de BASF, 2013. 

 

O Glutamato (GLU) é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso 

central (SNC) de insetos. Numerosos estudos foram realizados ao longo dos anos com o 

objetivo de avaliar a evidência do glutamato como um neurotransmissor na junção 

neuromuscular de insetos. Esse objetivo só foi alcançado em pesquisas que demostraram sua 

ação como receptor neuromuscular, liberado nos terminais nervosos, tendo uma relação 

farmacológica pré-sináptica semelhante com o neurotransmissor de acetilcolina na junção 

neuromuscular de mamíferos (FONNUN, 1984). Por essa razão, diversas pesquisas envolvendo 

o sistema nervoso de insetos, como por exemplo, estudos com junção neuromuscular, têm sido 

objeto para a compreensão da funcionalidade dos receptores e canais iônicos, bem como na 

modulação das respostas contrácteis dos músculos básicos ativados (SANTOS, 2014; SANTOS 

et al., 2016). 

O GABA (ácido γ-aminobutírico) é um neurotransmissor inibitório do sistema nervoso 

central (SNC) de mamíferos, que se liga a receptores específicos atuando como inibidor 
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neurossináptico (DELOREY et al., 1993). O GABA atua ativando os receptores que bloqueiam 

os canais de cloro, e o influxo de íons cloreto carregados negativamente tem um efeito inibitório 

sobre a célula pós-sináptica, o que acaba neutralizando o efeito da entrada excitatória 

(BUCKINGHAM et al., 2005). Pesquisas realizadas com o neurotransmissor GABA em 

motoneurônio coxal de baratas, com objetivo de demonstrar efeitos inibitórios, confirmaram 

esse efeito no qual o mesmo é ativado por canais de cloreto em nível pré ou pós-sináptico 

(OSBORNE, 1996; MOORE et al., 2006). Dessa forma, o uso de preparações sinápticas em 

modelos de insetos é uma excelente opção de modelo experimental para o auxílio da 

compreensão farmacológica e toxicológica de compostos xenobióticos (O'SHEA et al. 1985; 

RODRIGUEZ et al, 2012; SANTOS et al., 2016). 

Diversos estudos ao longo dos anos demonstram que a acetilcolina, a dopamina, a 

octopamina (OA), a serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) e a histamina (HA) são os 

principais neurotransmissores do sistema nervoso ganglionar e central dos insetos. A dopamina 

(DA) e seus receptores são extensivamente distribuídos e encontrados em altas concentrações 

em todo o sistema nervoso de insetos (OSBORNE, 1996; HAMANAKA et al., 2016). 

Neurônios do tipo imunorreativos ao sistema dopaminérgico foram identificados nos cérebros 

de diversas espécies de insetos como por exemplo: Locusta migratoria (VIELLEMARINGE et 

al., 1984), em Schistocerca gregaria (WENDT& HOMBERG, 1992), em Drosophila 

melanogaster (BUDNIK& WHITE, 1988), e na abelha Apis mellifera (SCHAFER& REHDER, 

1989). A dopamina é um importante neuromodulador responsável pela atividade locomotora 

em insetos (KUME et al., 2005). Dessa forma, a DA pode atuar em diversos locais 

influenciando diretamente o comportamento locomotor, como por exemplo a junção 

neuromuscular, além dos níveis gerais de excitação, afetando assim a informação sensorial na 

periferia, bem como a regulação dos geradores de padrão central e/ou processamento de ordem 

superior de informação no cérebro (MUSTARD et al., 2010). O grooming em insetos tem como 

principal função a limpeza da superfície exterior do corpo, podendo apresentar outras funções 

como: comportamento de corte, sinalização social, atividade de deslocamento e de excitação 

(SPRUIJT et al., 1992; STÜRMER et al., 2014) (Figura 16). Estudos comportamentais com 

baratas mostraram que a atividade de grooming está relacionada com a estimulação dos 

receptores de DA e OA sobre o SNC de insetos (GAL & LIBERSAT, 2008; STÜRMER et al., 

2014). Dessa forma, alguns estudos mostram que atividade de grooming de pernas em insetos 

seria modulada principalmente pelo neurotransmissor OA (WEISEL-EICHLER et al., 1999; 

GAL & LIBERSAT, 2008; CARRAZONI et al., 2016). Enquanto que atividade de grooming 
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de antenas seria coordenada principalmente pelo neurotransmissor de DA (STÜRMER et al., 

2014). 

Figura 16. Comportamento de grooming em baratas. (A) comportamento de grooming em antena e (B) 

comportamento de grooming em perna. 

 

Fonte: Adaptado de WEISEL-EICHLER et al., 1999.   

 

A OA é uma das aminas biogênicas mais abundantes no sistema nervoso dos 

invertebrados (VERLINDEN et al., 2010). É um importante neurotransmissor, neuro-hôrmonio 

e neuromodulador presente em todo SNC e SNP de insetos, desempenhando um papel similar 

ao neurotransmissor de adrenalina nos mamíferos, com uma infinidade de efeitos que 

aumentam o nível geral de excitação (ORCHARD,1992; FAROOQUI, 2012). Neurônios 

octopaminérgicos liberam octopamina nos neurônios do SNC e em muitos tecidos periféricos, 

fazendo com que ao invés de abrir canais iônicos, se tornem receptores de octopamina ativando 

vias bioquímicas de sinalização que modulam a função das células pós-sinápticas. A OA é o 

primeiro hormônio a ser liberado na hemolinfa durante a atividade motora (PFLÜGER & 
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DUCH, 2011). Os receptores de OA são receptores acoplados à proteína G, ou GPCRs e são 

responsáveis por induzir os padrões motores de voo por ações diretas nos GPCRs (AUDSLEY 

& DOWN, 2015; PFLÜGER & DUCH, 2011). Na indústria farmacêutica, os GPCRs são um 

dos alvos mais explorados para a descoberta de novas drogas, pois cerca de 40-50% de todos 

os medicamentos no mercado exercem seus efeitos através dessa família de proteínas. Acredita-

se que tenha um enorme espaço para o desenvolvimento de novas drogas terapêuticas com o 

auxílio dos GPCRs (GARLAND, 2013) (Figura 17). 

Figura 17. Receptores de octopamina acoplados à proteína G como alvos inseticidas :1) A octopamina se liga ao 

receptor; 2) O GTP substitui o GDP; 3) A proteína G dissocia-se em GTP-α, β e γ; 4) O GTP-a se liga à adenilil 

ciclase e 5) O cAMP é produzido a partir de ATP; 6) E então ocorre a mudança nos níveis dos segundos 

mensageiros intracelulares; 7) Causando uma resposta comportamental inadequada e 8) E consequentemente a 

atividade inseticida. 

 

 

Fonte: Adaptado de BASF, 2013; AUDSLEY& DOWN 2015. 

 

No Sistema Nervoso Periférico (SNP), a OA modula a atividade dos músculos do voo 

dos órgãos periféricos e da maioria dos órgãos dos sentidos. Já no SNC é essencial na regulação 

da motivação, dessensibilização de estímulos sensoriais, excitação, iniciação e manutenção de 

vários comportamentos rítmicos, comportamentos de higiene e comportamentos sociais 

complexos, incluindo o estabelecimento do trabalho de parto, bem como aprendizado e 

memória (ROSENBERG et al. 2007, FAROOQUI, 2012). Além disso, como neurotransmissor, 
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a OA é responsável pela regulação da atividade das glândulas endócrinas, controlando, por 

exemplo, a emissão de luz no vagalume (AMARAL et al., 2017). Como neuro-hormônio, a 

octopamina é liberada na hemolinfa, onde é transportada para tecidos-alvo induzindo a 

mobilização de lipídios e carboidratos, preparando assim os insetos para um período de 

atividade prolongada ou então auxiliando na recuperação de um período de maior demanda de 

energia (GALLO et al., 2016). Quanto a sua atuação como neuromodulador periférico, a OA é 

responsável pela regulação das atividades dos músculos esqueléticos e viscerais, além de outros 

órgãos-alvo periféricos, incluindo o tecido adiposo, oviduto, coração e órgãos sensoriais 

(VERLINDEN et al., 2010; GALLO et al., 2016).  O sistema octopaminérgico está relacionado 

com o comportamento fisiológico e comportamental em invertebrados, e estas vias oferecem 

alvos para estudos de propostas para candidatos no desenvolvimento de inseticidas 

potencialmente seletivos para insetos (VERLINDEN et al., 2010; ARACANBIA et al., 2019). 

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é um neurotransmissor monoaminérgico, 

encontrado tanto em vertebrados quanto invertebrados e está envolvida nos processos de 

aprendizagem e memória e, portanto, é crucial para certos comportamentos em todo o reino 

animal. Está presente em todo corpo dos animais, sendo mais abundante no trato 

gastrointestinal, podendo ser encontrada também em plantas e fungos (VLEUGELS et al., 

2015). Nos insetos, a 5-HT funciona como um neurotransmissor e como um hormônio sistêmico 

(FRENCH et al., 2014). Estudos de imuno-histoquímica revelaram que nervos serotoninérgicos 

inervam as partes bucais da barata Periplaneta americana e larvas estáveis (Stomoxys 

calcitrans), indicando que a 5-HT modula a ingestão de alimentos em insetos (FRENCH et al., 

2014). Em Rhodnius. prolixus, foi demonstrado que a 5-HT é liberada diretamente na hemolinfa 

durante a refeição de sangue, preparando assim a fisiologia do inseto para o processo rápido de 

diurese e digestão do sangue (LANGE et al., 1989; ORCHARD, 2006). 

A histamina (HA) é um importante mensageiro químico que regula vários processos 

biológicos importantes em vertebrados e invertebrados, tais como inflamação e secreção de 

ácido gástrico. Por esta razão, é um importante neurotransmissor que atua regulando processos 

fisiológicos vitais em insetos (XU et al., 2015). A HA não é apenas o neurotransmissor de 

fotorreceptores, mas também apresenta papéis importantes na recepção mecanossensorial, 

preferência de temperatura, sono e processamento olfativo em insetos (KITA et al., 2017). O 

mapeamento imuno-histoquímico realizado no sistema nervoso de gafanhoto e barata 

mostraram a capacidade do tecido nervoso em sintetizar e metabolizar HA, estando presente 

em altos níveis sobre a retina e lâmina do neurópilo do lobo óptico (ELIAS & EVANS, 1983; 
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OSBORNE, 1996; KITA et al., 2017). O sistema visual da Drosophila usa a HA como 

neurotransmissor nas sinapses dos fotorreceptores e fornece um bom modelo genético para o 

estudo da histamina (HARDIE, 1989; XU et al., 2015). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Contribuir para a avaliação do potencial de risco dos compostos xenobióticos de origem 

natural, Anatoxina-a(s) e Jaburetox, por meio da investigação dos mecanismos de 

entomotoxicidade em modelos alternativos de insetos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1 Determinar a atividade entomotóxica do extrato contendo anatoxina-a(s) (CECA), obtida 

a partir de cianobactérias da espécie Sphaerospermopsis torques-reginae, em diferentes 

sistemas neurobiológicos de baratas da espécie Nauphoeta cinerea; 

2.2.1.1Comparar os efeitos neurotóxicos do CECA com os efeitos provocados por doses 

subletais do organofosforado triclorfon (Tn); 

2.2.2 Determinar a atividade entomotóxica do peptídeo tóxico Jaburetox (Jbtx), derivado da 

urease de Canavalia ensiformes, sobre o sistema nervoso central e periférico de baratas da 

espécie Nauphoeta cinerea e sobre o sistema nervoso periférico do gafanhoto da espécie 

Locusta migratoria; 

2.2.2.1 Investigar a interação do Jbtx na modulação de canais de sódio voltagem 

dependentes de baratas da espécie Blatella germanica co-expressados em Xenopus laevis; 

2.2.3 Demonstrar a sensibilidade dos modelos de baratas Nauphoeta cinerea, Blatella 

germanica e do gafanhoto Locusta migratória, como alternativa para os ensaios de 

neurotoxicidade em estudos com doses subletais de xenobióticos; 

2.2.3.1 Reforçar por meio de análises bioquímicas, celulares e moleculares o potencial 

biotecnológico dos compostos anatoxina-a(s) e jaburetox. 
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3. RESULTADOS 

3.1 ARTIGO CIENTÍFICO PUBLICADO 

 -ECOTOXICOLOY AND ENVIRONMENTAL SAFETY (EES) 
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3.1.1 Material Suplementar 

 



75 
 

 



76 
 

 



77 
 

 

 

 

 

 

 



78 
 

3.1.2 Resumo Gráfico 
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3.2 ARTIGO CIENTÍFICO PUBLICADO 

-PESTICIDE BIOCHEMESTRY AND PHYSIOLOGY (PBP) 
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3.2.2 Resumo Gráfico 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 Nesse trabalho foram realizados ensaios laboratoriais com diferentes modelos de 

insetos, com o objetivo de se verificar o potencial de entomotóxico de doses subletais de 

compostos naturais medindo-se parâmetros bioquímicos, celulares e moleculares comuns à 

neurotransmissão desses animais. A avaliação de risco tem por objetivo principal a avaliação e 

caracterização das propriedades tóxicas de compostos xenobióticos, bem como as condições de 

exposição a humanos e ao meio ambiente. Somente através dessa análise preliminar, é possível 

determinar, compreender e relacionar a toxicidade, com os efeitos adversos observados em 

diferentes modelos biológicos (IOVDIJOVÁ & BENCKO, 2010). Com isso, os dados obtidos 

nesse trabalho contribuirão para o entendimento da sensibilidade dos modelos de inseto aqui 

empregados, frente aos compostos xenobióticos usados. Além disso, a evidenciação de que 

doses subletais dos compostos ensaiados produzem alterações severas no comportamento dos 

insetos, confirma esses modelos animais como ferramentas alternativas práticas e de baixo 

custo, para o estudo e a compreensão dos impactos ambientais advindos do processo de 

eutrofização. Nesse sentido, as informações obtidas aqui, poderão em um futuro próximo, 

permitir o desenvolvimento de moléculas biotecnologicamente ativas, como inseticidas mais 

seletivos contra insetos-praga. 

Do ponto de vista econômico, é inequívoco que os inseticidas ainda sejam instrumentos 

fundamentais no gerenciamento de pragas. Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa, tem se 

dedicado ao estudo dos efeitos subletais do organofosforado triclorfon (Tn), demonstrando seu 

potencial na modulação da neurotransmissão dopaminérgica de baratas e consequentemente 

causando alterações importantes no comportamento dos insetos (STÜRMER et al., 2014). 

Assim, tem ficado cada vez mais comprovado que avaliação de risco à xenobióticos, deve-se 

levar em consideração os aspectos da subletatilidade como indutor de efeitos tóxicos, bem como 

a necessidade do desenvolvimento de técnicas para a medida desses efeitos e dos seus impactos 

no meio ambiente (DESNEUX et al., 2007). Além disso, uma das principais consequências da 

exposição de compostos xenobióticos em doses subletais, é o desenvolvimento de resistência, 

principalmente quando se faz uso de inseticidas químicos industrializados (FRANÇA et 

al.,2017). A resistência ocorre essencialmente devido a uma mudança genética em resposta à 

seleção por um agente tóxico, no caso o inseticida, entre indivíduos de uma dada espécie, cuja 

consequência potencial é a diminuição da efetividade tóxica como o consequente aumento 

progressivo das doses empregadas (GUEDES, WALSE & THRONE, 2017). O uso de insetos 

em pesquisas para determinar a toxicidade de compostos é bem conhecida e vem se tornando 
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uma importante alternativa na busca por marcadores ambientais para a compreensão dos 

mecanismos de toxicidade e exposição dos riscos (RODRIGUES et al., 2013; STÜRMER et 

al., 2014; ADERARA et al., 2015; AUGUSTYNIAK, GLADYSZ & DZIEWIE˛CKA, 2016). 

O extrato contendo anatoxina-a(s) (CECA) cultivado a partir da cepa ITEP24 da 

cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae induziu cardiotoxicidade caracterizada por 

cronotropismo cardíaco negativo, além de alterações comportamentais importantes em baratas 

da espécie Nauphoeta cinerea. Esses dados são consistentes com os resultados obtidos 

preliminarmente em baratas das espécies Leurolestes circunvagans e Phoetallia pallida, 

destacando a inibição da AChE no cérebro desses animais (RODRÍGUEZ et al., 2012; 

STÜRMER et al., 2014). A pureza química do extrato contendo anatoxina-a (s), permite afirmar 

a ausência de outros compostos colinérgicos diretos, como a anatoxina-a ou homoanatoxina-a, 

reforçando a exclusividade do efeito Anti-AChE. Em nossas condições experimentais, tanto o 

CECA quanto o organofosforado Tn induziram profundas alterações sobre o padrão locomotor 

das baratas, caracterizadas por uma diminuição significativa na distância percorrida e um 

consequente aumento no número de episódios imóveis e tempos parados. Tanto o CECA, 

quanto o Tn induziram uma notória modulação sobre o comportamento de insetos, refletindo a 

importância dos sistemas colinérgicos na coordenação dos padrões fisiológicos do Sistema 

Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP) de insetos. Dessa forma, o 

conjunto de protocolos empregados para avaliar os parâmetros exploratórios e comportamentais 

dos insetos demonstram a adequação do modelo biológico de baratas como sensível para 

detectar alterações sutis revelando a presença de concentrações subletais dos compostos 

estudados que potencialmente passariam despercebidas usando-se outros modelos de controle 

ambiental (THANY & TRICOIRE-LEIGNEL, 2011). 

A modulação do padrão locomotor dos insetos induzida por CECA e Tn em nosso 

modelo experimental de N. cinerea possui relação direta com o aumento na atividade de 

grooming nesses animais. Até o presente momento, sabe-se que os sistemas octopaminérgico e 

dopaminérgico afetam diretamente o início da locomoção em insetos (GAL & LIBERSAT, 

2008). Estudos recentes utilizando doses subletais do organofosforado triclorfon, demonstraram 

que a intoxicação colinérgica leva a um aumento da resposta dopaminérgica, caracterizada pelo 

aumento da atividade de grooming de antenas (STÜRMER et al., 2014). Do ponto de vista 

ambiental, qualquer alteração no comportamento dos insetos resultante da intoxicação por 

doses subletais de compostos organofosforados pode influenciar indiretamente os processos 

essenciais para a manutenção da espécie, como longevidade, fecundidade, reprodução, tempo 
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de desenvolvimento, comportamento (mobilidade, demanda, forrageamento e alimentação), 

predação e/ou parasitismo e/ou parasitismo, taxas de emergência e/ou razão sexual (CLOYD, 

2012; FRANÇA et al., 2017). 

CECA, Tn, neostigmina, Jbtx e Jbtx plus Cloral hidratado induziram um bloqueio 

progressivo sobre a resposta de contração muscular in vivo de N. cinerea. Em nosso modelo de 

barata, o CECA causou uma facilitação preliminar e transitória, seguida por uma inibição da 

função motora, sugerindo que tanto as transmissões sinápticas glutamatérgicas quanto as 

GABAérgicas podem também estar sendo moduladas. Uma explicação razoável para essa 

atividade é que em nosso modelo experimental, a estimulação para a evocação das contrações 

musculares é realizada através de um nervo colinérgico, chamado de nervo 5 (CARR & 

FOURTNER, 1980), do qual partem pelo menos dois ramos de neurônios inibitórios 

GABAérgicos (WATSON, 1986). Assim, sugere-se que, pelo menos em parte, CECA e Tn 

possam induzir um bloqueio neuromuscular em N. cinerea devido a uma interação entre 

interneurônios colinérgicos e GABAérgicos. Já o aumento preliminar na tensão da contração 

muscular da barata induzida pelo CECA, seria um resultado de uma modulação positiva da 

neurotransmissão glutamatérgica (FULTON, 1982). 

O Jaburetox (Jbtx), um peptídeo tóxico derivado da urease da Canavalia ensiformes, em 

nossas condições experimentais também alterou a atividade locomotora de baratas da espécie 

Nauphoeta cinerea, diminuindo a distância percorrida, reforçando os episódios imóveis e os 

parâmetros do tempo parados de imobilidade assim como CECA. Em ensaios preliminares com 

Jbtx e a urease de Canavalia ensiformis (JBU), do qual o Jbtx é derivado, foi demonstrado que 

tanto a urease como o peptídeo Jbtx reduzem a função neuromuscular diminuindo a força de 

contração do muscular da perna de Phoetalia pallida e Nauphoeta cinerea, respectivamente 

(MARTINELLI et al., 2014; CARRAZONI et al., 2016). Esses achados sugerem que o Jbtx, 

além de atuar diretamente no sistema nervoso central do inseto, também tem como alvo as 

junções neuromusculares, confirmando a amplitude da ação neurotóxica. 

Em nossas condições experimentais, Jbtx interferiu tanto com o grooming de pernas 

quanto com o de antenas em N. cinerea. A modulação do grooming de pernas foi mimetizada 

pela octopamina, sugerindo uma influência do Jbtx sobre a sinalização octopaminérgica no 

Sistema Nervoso Central (SNC). Neste estudo, a atividade de grooming de antenas foi 

significativamente aumentada pelo tratamento com Jbtx, o que não foi observado em 

experimentos avaliando a atividade de grooming de antenas com o análogo JBU (CARRAZONI 
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et al., 2016). A possível explicação para este resultado discrepante estaria relacionada com o 

tamanho da massa molecular, que é menor para o Jbtx (11.04 kDa) em comparação com JBU 

(540 kDa). Este fato poderia prevenir ou reduzir   a travessia de JBU sobre a barreira 

hematoencefálica do cérebro do inseto para alcançar o gânglio subesofágico, órgão que 

provavelmente está envolvido com atividade de grooming de antenas (ZHUKOVSKAYA et 

al., 2013; GAL & LIBERSAT, 2010). 

O Jbtx é cardiotóxico para baratas da espécie N. cinerea, induzindo um efeito 

cronotrópico negativo. O efeito cardiotóxico do Jbtx no coração de N. cinerea é similar àqueles 

induzidos pelo antidepressivo mianserina e pelo bloqueador alfa adrenérgico fentolamina 

(PAPAEFTHIMIOU & THEOPHILIDIS, 2011). A octopamina, um neuromodulador 

(FAROOQUI, 2012), também está envolvido na regulação de batimentos cardíacos em insetos, 

uma vez que os axônios contendo octopamina têm terminações nervosas nos órgãos 

pericárdicos. Assim, sugere-se que o Jbtx pode alterar especificamente a neurotransmissão 

octopaminérgica (ENAN, 2001; EVANS, 1980; PAPAEFTHIMIOU & THEOPHILIDIS, 

2011), reforçando os outros efeitos sobre esse sistema em nível central. O objetivo desse 

trabalho não foi explorar em profundidade a farmacologia dos efeitos do Jbtx sobre o coração 

de N. cinerea. No entanto, é possível concluir que o coração do inseto (e possivelmente outros 

órgãos pulsáteis) esteja envolvido na atividade entomotóxica do Jbtx como um alvo direto dos 

efeitos do peptídeo. 

Em ensaios eletrofisiológicos, Jbtx causou uma diminuição significativa na amplitude 

dos potenciais de ação músculo e do nervo em preparação de perna de gafanhotos da espécie L. 

migratoria. As alterações na amplitude de um potencial de ação muscular ou neuronal deve-se 

em parte pela interação de neurotoxinas com canais de sódio (CESTÈLE & CATTERALL, 

2000; DONG, 2007; SANTOS et al., 2016, WANG & WANG, 2003). A inibição da ativação 

do canal é outro mecanismo envolvido no efeito das neurotoxinas nos canais de sódio, 

semelhantemente ao mecanismo de ação de toxinas de dinoflagelados conhecidas como 

brevetoxinas, cujo sítio de ligação reside em canais de sódio (STEVENS et al., 2011). Neste 

estudo, Jbtx induziu um aumento significativo na amplitude das correntes de sódio, evocadas 

em oócitos de Xenopus laevis superexpressando os canais BgNaV 1.1 de baratas da espécie 

Blattella germanica. Portanto, a diminuição na amplitude dos potenciais de ação observados 

em preparações de pernas de L. migratoria pode ser o resultado do aumento do influxo de sódio 

nas membranas excitáveis (STEVENS et al., 2011), causado pela ação do Jbtx, por exemplo, 

aumentando o tempo para inativação do canal (RESTREPO-ANGULO, VIZCAYA-RUIZ & 
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CAMACHO, 2010). Por fim, nossos dados mostram que a ausência de uma diminuição rápida 

no potencial de membrana em repouso durante os protocolos de voltage clamp4 sugerem a 

exclusão de outros componentes inotrópicos que não os canais de sódio. 

O potencial biotecnológico de pesquisas advindas de metabólitos secundários de 

cianobactérias com aplicabilidade para produção fármacos vem se intensificando cada vez mais, 

utilizando não só ensaios in vitro com linhas de células tumorais, como também em ensaios do 

seu potencial na modulação da ação trombolítica, apresentando resultados promissores (LEÃO 

et al., 2013; SELHEIM et al., 2005). A pesquisa com toxinas naturais proporcionou por 

exemplo, o desenvolvimento do medicamento captopril, uma droga anti-hipertensiva que só foi 

descoberta graças a estudos com peptídeos isolados do veneno da serpente brasileira Bothrops 

jararaca (CUSHMAN & ONDETTI, 1991). Cerca de 50% de todos os medicamentos em uso 

clínico atualmente são de origem de produtos naturais (PATERSON & ANDERSON, 2005). 

Outro fator importante é o fato de que muitos dos top-selling5 dos produtos farmacêuticos em 

todo o mundo são produtos naturais ou análogos sintéticos e semissintéticos de recursos naturais 

(MYLES, 2003; SANTOS, 2014). Dessa forma, o conjunto de dados inéditos obtidos nessa 

pesquisa científica apresentam grande potencial biotecnológico na busca da compreensão da 

efetividade da avaliação de risco desses compostos, bem como para o desenvolvimento de 

novas drogas ou pesticidas de origem natural. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                             
4 É um método experimental utilizado na eletrofisiologia para medir as correntes de íons através de uma membrana 

neuronal, mantendo a tensão da membrana em um nível definido. As membranas neuronais contêm muitos tipos 

diferentes de canais iônicos, alguns dos quais são portadores de voltagem. Voltage clamp permite que a voltagem 

da membrana seja manipulada independentemente das correntes iônicas, permitindo que as relações corrente-

voltagem dos canais de membrana sejam estudadas. 
5 Termo em inglês que significa mais vendidos ou vendidos em grande número. 
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5. CONCLUSÕES 

 

De acordo com os dados obtidos nessa tese, pode-se concluir que: 

 Concentrações subletais de compostos xenobióticos de origem natural ou sintética 

(CECA, Tn e Jbtx), causam alterações relevantes sobre sistema nervoso de inseto, 

levando a profundas alterações no comportamento; 

 O CECA causa uma intoxicação colinérgica iniciada pela inibição da AChE no inseto, 

induzindo a ativação da neurotransmissão dopaminérgica e octopaminérgica, 

impactando diretamente no padrão locomotor dos insetos; 

 As mudanças no padrão locomotor causada por CECA em insetos estão relacionadas 

não só pelo o aumento da atividade de grooming, mas também a uma modulação indireta 

negativa sobre as junções neuromusculares dos insetos; 

 A atividade entomotóxica do Jbtx envolve mudanças significativas nos padrões 

comportamentais e alterações nos SNC e SNP de insetos; 

 O efeito tóxico do Jbtx causa uma despolarização inicial do gânglio metatorácico, 

resultando na ativação dos canais de sódio dependentes de voltagem. Essa 

despolarização do gânglio atinge os nervos periféricos e centrais, que é orquestrada pela 

liberação da associação do neurotransmissor octopamina; 

 As alterações no comportamento induzidas pelo Jbtx podem ser reforçadas por uma 

atividade cardiotóxica. Essa alteração eletrofisiológica inicial aumenta a modulação 

octopaminérgica, resultando em exacerbação dopaminérgica, no sistema nervoso central 

do inseto e na sinalização GABAérgica concomitante nas junções neuromusculares dos 

insetos; 

 Modelos alternativos de insetos ao uso de mamíferos são importantes ferramentas 

sensíveis, práticas e baratas para estudos de toxicidade envolvendo a análise de 

avaliação de riscos de compostos xenobióticos de origem natural ou sintética; 

 O uso de insetos em pesquisas toxicológicas são importantes marcadores ambientais 

para a avaliação dos mecanismos envolvidos na contaminação de ecossistemas; 
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6. PROPOSTA DO MECANISMO DE AÇÃO DO CECA E DO JBTX SOBRE O 

SISTEMA NERVOSO DE INSETOS 

 Um dos principais mecanismos possíveis para entomotoxicidade do Jbtx está 

relacionado à habilidade de se ligar aos canais de sódio de voltagem dependente próximo a 

bicamada lipídica dos neurônios. Foi demonstrado recentemente que o Jbtx possui a capacidade 

de se inserir nas membranas dos neurônios e formar poros de canais iônicos seletivos a cátions 

(PIOVESAN et al., 2014, CARLINI & LIGABUE-BRAUN, 2016). Com isso, o Jbtx pode estar 

envolvido na despolarização do gânglio metatorácico, desencadeando a liberação do 

neurotransmissor octopaminérgico, no cordão nervoso ventral e dopaminérgico, no gânglio 

subesofágico (LIGABUE-BRAUN, 2016; CARRAZONI et al., 2018). Sabe-se que o Jbtx induz 

o bloqueio neuromuscular em junção de baratas (MARTINELLI et al., 2014). O tratamento 

com cloral hidrato reforçou o efeito bloqueador neuromuscular do Jbtx em nossos 

experimentos. A possível explicação para essa hipótese se dá pelo fato de que em nossas 

condições experimentais as contrações neuromusculares foram obtidas pela estimulação do 

nervo 5, um nervo colinérgico que parte do gânglio metatorácico. Em baratas, o axônio 

depressor coxal lento do neurônio motor (Ds), se ramifica a partir do gânglio metatorácico 

através do nervo 5 inervando o músculo coxal depressor (músculo 177D) (CARR e 

FOURTNER, 1980). Ensaios de imuno-histoquímica da região metatorácica do gafanhoto 

Schistocerca gregaria revelaram que pelo menos dois ramos de neurônios inibitórios 

(neurônios GABAérgicos) partem do nervo 5 no gânglio metatorácico (WATSON, 1986). Ao 

longo do nervo 5, respostas aferentes ou eferentes, seguem em direção ao gânglio metatorácico 

através de neurônios motores monossinapticamente ligados por sinapses colinérgicas (CARR e 

FOURTNER, 1980). Assim, sugere-se que, pelo menos em parte, o bloqueio neuromuscular 

induzido por Jbtx em Nauphoeta cinerea ocorra devido a uma interação entre interneurônios 

colinérgicos e GABérgicos. 

 O principal mecanismo sugerido para o efeito entomotóxico observado com o 

tratamento do CECA em insetos, está relacionado a inibição da enzima AChE sobre o sistema 

nervoso central desses animais. Ainda que nossas condições experimentais não permitam inferir 

precisamente sobre o mecanismo de ação de CECA, podemos sugerir que o extrato esteja 

induzindo uma hiperexcitação do terminal pré-sináptico colinérgico, ocasionando a liberação 

octopaminérgica (no gânglio metatorácico) e dopaminérgica (no gânglio subesofágico) 

(STÜRMER et al., 2014). A modulação octopaminérgica e dopaminérgica sobre gânglio 
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metatorácico e subesofágico respectivamente, levaria a profundas mudanças no padrão de 

locomoção dos insetos.  

 Dessa forma, conclui-se que ambos compostos levam a uma despolarização do gânglio 

metatorácico, porém, por mecanismos diferentes. O aumento do influxo de sódio pelo Jbtx 

resultaria em uma modulação octopaminérgica e dopaminérgica em nível central. A inibição da 

AChE, causada pelo CECA, resultaria em uma despolarização de ambos, gânglios metatorácico 

e nervo 5, produzindo aumento da liberação de octopamina e posteriormente dopamina no 

sistema nervoso central e GABA no sistema nervoso periférico, induzindo bloqueio 

neuromuscular. Com isso, conclui-se que o efeito bloqueador neuromuscular induzido por 

ambas as toxinas em insetos ocorre em última análise pela ativação de terminais colinérgicos 

pré-sinápticos ocasionados pela octopamina e consequentemente liberação do neurotransmissor 

GABA (Figura 18). 
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Figura 18. Proposta do mecanismo de ação do CECA e do Jbtx sobre o Sistema nervoso de insetos. Propõe-se que 

o mecanismo entomotóxico do Jbtx tem início com despolarização do gânglio metatorácico (A) pela ativação de 

canais de sódio de voltagem dependente (B). No caso do extrato contendo anatoxina-a(s) CECA, neurônios 

colinérgicos presentes no gânglio metatorácico são ativados causando a despolarização local (A). Em ambos os 

casos tanto com o Jbtx quanto com o CECA a despolarização local aumenta a liberação do neurotransmissor 

octopamina (C). O acúmulo desse neurotransmissor gera impulsos aferentes para o sistema nervoso central e 

periférico. No SNC, a octopamina modula positivamente o comportamento de grooming de pernas (D) e aumenta 

a liberação de dopamina alterando o grooming de antenas (E). No sistema nervoso periférico a octopamina 

aumenta a liberação do neurotransmissor acetilcolina (F) nas sinapses colinérgicas presentes no nervo 5, induzindo 

a liberação do GABA (G) na junção neuromuscular do inseto produzindo inibição motora (H). 

 

 

Fonte: Do autor. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Com base nos resultados obtidos nessa tese e com o claro potencial crescente de 

conhecimento acerca das características envolvidas na entomotoxicidade desses compostos, 

vale ressaltar que são necessários:  

 Ensaios bioquímicos de co-imunoprecipitação para se medir a ligação específica em 

receptores e canais iônicos, farmacológicos e eletrofisiológicos in situ e in vitro usando-

se cultura de células e protocolos com ligantes específicos na tentativa de elucidar os 

mecanismos moleculares envolvidos na complexidade das ações desses compostos 

sobre o sistema nervoso dos insetos. 
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