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INTRODUCAO:

O uso de insetos tem resultado em grandes
contribuicdes para diversas areas do conhecimento,
envolvendo a pesquisa médica, ambiental e
biolégica, além de auxiliar no desenvolvimento de
novos produtos e sensores. Mais especificamente na
area da saude, os insetos sdo considerados como
excelentes modelos para estudo de doengas
humanas, para se estabelecer toxicidade de drogas
(ADAMSKI et al., 2019) e estudo de fisiologia
devido a sua homologia genética significativa com
os mamiferos (WOLF et al., 2006), representando
frequentemente uma boa alternativa ao uso
experimental de mamiferos.

O uso de etanol (EtOH) na forma inalatoria
tem aumentado recentemente (LE FOLL &
LOHESWARAN, 2014; MACLEAN et al., 2017)
com a comercializa¢do de produtos conhecidos como
AWOL (alcohol without liquid). Estudos mostraram
que esta forma de consumo pode produzir no
coragdo efeitos deletérios semelhantes aos da
ingestdo de EtOH em diferentes espécies, incluido os
mamiferos. Por exemplo, cardiomiopatia dilatada e
aumento da frequéncia cardiaca foram relatados ap6s
inalagcdo cronica de EtOH em aves e roedores,
respectivamente (RISTUCCIA & SPEAR, 2005;
KAMRAN et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi estudar o
efeito da inalagdo aguda de EtOH 70% sob o
desempenho do corag¢do do inseto Tenebrio molitor
(Linnaeus, 1758) estimulado em frequéncia
constante controlada por um estimulador elétrico.
Foi  utilizado um  software  desenvolvido
anteriormente (INAZUMI et al. 2022) que permite a
estimativa de alguns pardmetros hemodinamicos
como fragdo de encurtamento (shortening) da
camara cardiaca (FS), volume ejetado (VE), débito
cardiaco (DC) e fracdo de ejecdo (FE) a partir de
videos do coragdo do inseto em atividade. O
software estd disponivel para download e execucéao
local em ambiente  Jupyter pelo link:
https://github.com/fehiroshii/JupyterNTB.

METODOLOGIA:

A) Preparacéo experimental

Foram utilizados besouros Tenebrio molitor
adultos com 10 a 12 dias de idade e de ambos os
sexos (BHATTACHARYA et al., 1970), mantidos
em colénia no laboratério. Os insetos foram
expostos a um ciclo claro-escuro de 12h e receberam
farelo de trigo, cenoura e milho como alimento.

Os animais foram inseridos em uma camara
parcialmente fechada contendo vapor de EtOH
liquido 70% e permaneceram na camara por 1 hora
(grupo EtOH). Simultaneamente, outro animal foi
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inserido em uma camara idéntica contendo vapor
d“agua destilada, onde permaneceu por 1 hora (grupo
controle CTR).

Em seguida, os animais foram retirados de
suas camaras e decapitados sob anestesia por
resfriamento com gelo. Apds remocdo cirurgica de
élitros, asas e patas, foi feita uma incisdo
longitudinal no abddémen e torax para remover o
trato digestivo, glandulas e outras visceras com a
finalidade de expor o coracdo tubular (vaso dorsal)
do inseto (FELICIANO et al., 2011; MARKOU &
THEOPHILIDIS, 2000)

A preparacdo foi aderida ao fundo de uma de
camara de perfusdo por meio de uma camada fina de
vaselina e colocada em um sistema de microscopia
sob iluminacdo de uma lampada de halogénio para
possibilitar a visualizacdo e registro da atividade
contrétil do coragéo.

Para estimular o coracdo do inseto nas
frequéncias de estudo (1,5; 1,7 e 2,0 Hz), foi
utilizado um par de eletrodos de platina conectado a
um estimulador elétrico. Os eletrodos foram
posicionados paralelos ao eixo maior do coracéo.

B) Gravacdo dos videos

A imagem do coracdo foi captada por
camera de video (CCD) acoplada a saida lateral de
um microscopio (mod. I, Carl Zeiss). O coragéao foi
superfundido (1 ml/min a 24 + 1 °C) com solugéo
para o T. molitor, contendo (em mM): NaCl 80; KCI
5; CaCl; 4; sacarose 90; glicose 10; Hepes 20; pH
6,7 (FELICIANO et al., 2011; FIM NETO et al.,
2018; MARKOU & THEOPHILIDIS, 2000). A
perfusdo foi feita por ~30 min, até que a frequéncia
espontdnea e amplitude das contracbes se
estabilizassem.

Videos com resolucdo de 320 x 240 pixels
foram gravados utilizando um software desenvolvido
neste trabalho com uma taxa de aquisicdo de 30 fps
(quadros por segundo) durante contragdo do coracéo
na frequéncia espontanea (média + desvio-padrdo da
média: CTR: 1,10 + 0,08 Hz; EtOH: 1,16 + 0,07; p =
0,841; teste t de Student, N= 5) e durante
estimulacdo a 1,5; 1,7 e 2,0 Hz. O coracdo foi
estimulado em cada frequéncia pelo tempo
necessario para estabilizacdo das contracdes (cerca
de 5 min).

C) Andlise dos videos

Os videos gravados foram analisados
utilizando um software desenvolvido em Python
(INAZUMI et al., 2022), que é capaz de detectar o
contorno do vaso dorsal e simular um sélido de
revolugdo a partir do contorno do vaso (figura 1).

O software estima volume do sélido de
revolucdo utilizando o método de discos
(STEWART, 2013), cuja férmula é apresentada
abaixo

V= nqu(x)z dx
P

onde f(x) é a distancia do eixo central ao
ponto X no contorno, e p e g sdo, respectivamente, 0s
pontos nos limites superior e inferior do contorno do
coracao.

Com o volume do coracdo, o software €
capaz de fazer célculos dos pardmetros
hemodinamicos.

Figura 1 — Imagem do vaso dorsal do T. molitor
apresentando o eixo de revolucdo (linha rosa) e alguns
pontos do contorno do coragdo (em vermelho).

VE ¢ calculado como a diferenca entre o
volume diastolico final (VDF) e o volume sistdlico
final (VSF).

VE =VDF —VSF

FE é calculada como a relagdo percentual de
VE e VDF, conforme apresentado pela equagéo a
sequir:

FE= ~£ 100
~ VpF *

DC é calculado como o produto de VS pela
frequéncia de contracBes do coracdo (f)
DC=fxVS
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D) Analise Estatistica

Os dados obtidos de 5 insetos foram
expressos como média = desvio padrdo da média.
Anédlise de variancia monofatorial para dados
pareados foi usada para comparar a F de contracéo
em diferentes frequéncias estimulatérias em animais
controles e expostos a EtOH. Para estudar o efeito de
tratamento e da frequéncia estimulatéria sobre os
parametros cardiovasculares, foi usada analise de
variancia bifatorial para dados ndo pareados, seguida
de teste de contraste de Bonferroni. Para o
processamento dos dados e producdo das figuras foi
utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, California, EUA).

E) Etica em experimentagio animal

Apesar do uso de invertebrados ndo se
enquadrar na lei Arouca (Art. 2°, Lei No. 11.794, de
08-10-2008), o procedimento adotado segue todas as
normas internacionais para o uso adequado dos
animais

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Quando o tecido cardiaco do inseto ¢é
estimulado eletricamente, nem todos os estimulos
sdo seguidos por contracBes, ou seja, hd alguns
escapes de captura. No presente trabalho, a captura
foi consideravelmente muito boa. A figura 1 ilustra
as frequéncias (em bpm) nas quais os coracdes se
contraiam em funcdo das frequéncias estimulatdrias
aplicadas.
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Figura 2 - Frequéncia de contragdo do tubo dorsal de T. molitor
(f) expressada em bpm (contragdes por minuto) obtidas para as
diferentes frequéncias estimulatdrias nos grupos controle (CTR)
e expostos a etanol (EtOH) F basal: frequéncia espontanea da
preparacao. Barras e tragos verticais representam médias e
desvios-padrdes, respectivamente.

A anélise de variancia monofatorial revelou
gue ndo houve diferenca significativa entre as
frequéncias de contragdo nos grupos CTR e EtOH, a
gual foi bem proxima da frequéncia estimulatoria.

A figura 3 ilustra os efeitos do EtOH e da
frequéncia estimulatéria sobre o vaso dorsal do T.
molitor. A andlise de variancias bifatorial mostrou
que ambos o tratamento com EtOH e o aumento de
frequéncia reduzem significativamente os valores de
VE p < 0,05), sendo o efeito do tratamento mais
pronunciado nas frequéncias mais altas (Figura 3A).
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Figura 3 - Efeitos da inalag&o de etanol (EtOH) e da frequéncia
estimulatdria sobre os parametros volume ejetado (VE), débito
cardiaco (DC), fragdo de ejecéo (FE) e (volume diastolico final
(VDF) no coragdo do inseto T. molitor. Barras e tragos
verticais representam médias e desvios-padroes,
respectivamente.
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DC (figura 3B) foi significativamente
afetado pelo tratamento (p < 0,05), mantendo-se
estavel no grupo CTR, como ja descrito em trabalho
anterior (INAZUMI et al., 2022), aparentemente
devido a compensacéo da queda de VE pelo aumento
de frequéncia. Contudo, no grupo EtOH, a elevacéo
de frequéncia ndo parece ter sido suficiente para
manter DC, que se mostrou reduzido nas frequéncias
mais altas.

FE (Figura 3C) ndo se alterou
significativamente com a frequéncia ou tratamento
embora uma tendéncia de queda apenas em CTR
necessite ser confirmada por experimentos
adicionais.

VDF (Figura 3D) foi estimado para
investigar possiveis mecanismos para a queda
acentuada de VE no grupo EtOH. Observou-se
interacdo significante entre tratamento e frequéncia
(p< 0.05), expressa pela grande queda do parametro
nas frequéncias mais elevadas, o que indica menor
enchimento diastélico do coragdo, o que é esperado
causar queda de VE sem alteragéo de FE.

CONCLUSOES:

A exposicdo aguda (1 h) ao vapor de EtOH
causa neste modelo alteracBes funcionais
cardiovasculares, caracterizadas por consideravel
reducdo do enchimento diastélico do coracdo e,
consequentemente, do volume ejetado a cada
contracdo e do DC.
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