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RESUMO

O estudo de compostos quimicos de espécies vegetais tem se tornado cada vez mais importante
na busca de substancias biologicamente ativas. Alguns destes compostos, tais como terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides, apresentam propriedades bioldgicas pronunciadas e, devido
a esse fato, tornam-se ponto de partida como fonte para a obtencdo de novos compostos
bioativos e sua consequente utilizacdo em diversas areas do conhecimento. Diante disso,
objetivou-se com o presente trabalho realizar a caracterizacdo fitoquimica dos extratos aquosos
e hidroetandlicos de Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth., bem como,
avaliar sua toxicidade em formigas, sua atividade antibacteriana e citotoxicidade. Os extratos
hidroetanolicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia apresentaram-se superiores aos
extratos aquosos em termos de rendimento, demonstrando cerca de 5% de superioridade. A
triagem fitoquimica demonstrou a presenca de diversas classes de metabolitos secundarios em
ambas as espécies estudadas, sendo o extrato hidroetandlico de Mimosa caesalpiniifolia Benth
superior aos outros analisados. Com relacdo a analise quantitativa dos extratos foi verificado
que em todas as classes analisadas, houve similaridade com relacédo ao teor dos fitoconstituintes,
com exce¢do dos fendlicos totais. A adigcdo extratos hidroetandlicos, em diferentes
concentragdes, de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. na dieta artificial de operarias
de Atta sexdens ndo influenciaram em suas taxas de mortalidade diarias. A avaliacdo da
atividade antibacteriana dos extratos aquosos e hidroetanolicos de A. occidentale L. e M.
caesalpiniifolia Benth. por meio da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
demonstrou a eficiéncia do extrato hidroetandlico de Mimosa caesalpiniifolia Benth. na
inibicdo do crescimento das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Listeria monocytogenes, com CIM’s de 250, 500 e 125 ng.mL™, respectivamente.
Por meio da determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi possivel observar
que 0s extratos somente inibiram o crescimento bacteriano, ndo sendo considerados
bactericidas nas concentracOes testadas. O ensaio de citotoxidade dos extratos aquosos e
hidroetanodlicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. frente a células de linhagem
VERO demonstrou que mesmo ap0s 48 horas, as células apresentaram-se viaveis, indicando as
suas consequentes atoxicidades. Os resultados obtidos apresentaram grande relevancia, uma
vez que, possibilitaram a identificacdo e quantificacdo de algumas classes de metabdlitos
secundarios, bem como a avaliacdo da atividade formicida e antibacteriana, sendo a ultima
responsavel pela obtencdo de resultados positivos. O extrato hidroetandlico de M.
caesalpiniifolia Benth. mostrou-se potencial como fonte para a producdo de novos produtos
biotecnologicos, baseando na sua atividade antibacteriana, entretanto, salienta-se a necessidade
da realizacdo de estudos que elucidem os modos de acdo e os mecanismos envolvidos em sua
atividade antibacteriana.

Palavras-chave: caju; sabia; formigas cortadeiras; salvas; prospeccdo quimica; extratos
foliares; citotoxicidade.



ABSTRACT

The study of chemical compounds from plant species has become increasingly important in the
search for biologically active substances. Some of these compounds, such as terpenes, phenolic
compounds and alkaloids, have pronounced biological properties and, due to this fact, they
become a starting point as a source for obtaining new bioactive compounds and their consequent
use in several areas of knowledge. Therefore, the aim of this study was to carry out the
phytochemical characterization of the aqueous and hydroethanolic extracts of Anacardium
occidentale L. and Mimosa caesalpiniifolia Benth., As well as to evaluate their toxicity in ants,
their antibacterial activity and cytotoxicity. The hydroethanolic extracts of A. occidentale L.
and M. caesalpiniifolia were superior to aqueous extracts in terms of yield, showing about 5%
superiority. Phytochemical screening demonstrated the presence of several classes of secondary
metabolites in both species studied, with the hydroethanolic extract of Mimosa caesalpiniifolia
Benth being superior to the others analyzed. Regarding the quantitative analysis of the extracts,
it was found that in all the analyzed classes, there was similarity regarding the content of
phytochemicals, with the exception of total phenolics. The addition of hydroethanolic extracts,
in different concentrations, of A. occidentale L. and M. caesalpiniifolia Benth. in the artificial
diet of Atta sexdens workers did not influence their daily mortality rates. The evaluation of the
antibacterial activity of the aqueous and hydroethanolic extracts of A. occidentale L. and M.
caesalpiniifolia Benth. by determining the minimum inhibitory concentration (MIC)
demonstrated the efficiency of the hydroethanolic extract of Mimosa caesalpiniifolia Benth.
inhibiting the growth of Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
and Listeria monocytogenes, with MICs of 250, 500 and 125 pg.mL-1, respectively. Through
the determination of the minimum bactericidal concentration (MBC) it was possible to observe
that the extracts only inhibited bacterial growth, not being considered bactericidal in the tested
concentrations. The cytotoxicity assay of aqueous and hydroethanolic extracts of A. occidentale
L. and M. caesalpiniifolia Benth. against VERO lineage cells it was demonstrated that even
after 48 hours, the cells were viable, indicating their consequent atoxicities. The results obtained
were of great relevance, since they enabled the identification and quantification of some classes
of secondary metabolites, as well as the evaluation of ant killer and antibacterial activity, being
the latter responsible for obtaining positive results. The hydroethanolic extract of M.
caesalpiniifolia Benth. has shown itself as a potential source for the production of new
biotechnological products, based on its antibacterial activity, however, the need to conduct
studies that elucidate the modes of action and the mechanisms involved in its antibacterial
activity is emphasized.

Keywords: cashew; sabia; leaf-cutting ants; sauvas; ant Killer; anti-bacterial; cytotoxicity.
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1.  INTRODUCAO

De modo geral, o Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do planeta, abrigando uma
vasta de gama de espécies animais e vegetais, em uma grande diversidade de biomas. Os biomas de
caatinga e cerrado ocupam cerca de 35% de todo territrio nacional, e gracas a sua ampla extensividade
territorial e as suas caracteristicas edafoclimaticas distintas, possuem uma flora abundante, com 15.220
de espécies vegetais, representando cerca de 47,13% de todas as espécies encontradas no pais (JOLY et
al., 2019; QUEIROZ et al., 2017).

As plantas, gracas ao seu metabolismo secundario, produzem varios compostos que auxiliam as
mesmas a manter o potencial competitivo com relacéo a outras espécies, conferindo-as a capacidade de
atrair ou repelir polinizadores, dissuadir herbivoros, proteger contra radiacdo UV e poluicdo, no controle
de insetos herbivoros, dentre outras funcdes (REZENDE et al., 2016). Esses compostos ndo possuem
acdo direta conhecida em processos como a fotossintese, respiracdo ou transporte de solutos nas plantas
e diferenciam-se dos metabdlitos priméarios (aminoécidos, nucleotideos, aglcares e acil lipideos) por
serem restritos no reino vegetal, de modo que alguns compostos s6 estejam presentes em uma espécie
ou grupos de espécies relacionados (TAIZ; ZAIGER, 2014).

Esses compostos podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos, sendo eles 0s
terpenos, os compostos fenolicos e 0os compostos nitrogenados (alcaloides) (TAIZ; ZAIGER, 2014).

Esses compostos possuem um enorme valor agregado tanto do ponto de vista cientifico, como
econdmico, uma vez que, de todas as drogas utilizadas ha medicina ocidental cerca de 25% sdo derivadas
de plantas, seja como um composto puro (f&rmaco) ou como uma substancia derivada de um produto de
sintese natural (REZENDE et al., 2016). Uma grande quantidade de atividades bioldgicas € descrita para
esses compostos, dentre elas, a acdo antioxidante (AQUINO et al., 2017; CHIAPETTI, 2018),
antitumoral (VIEIRA et al., 2018), anti-inflamat6ria (MARTIN, 2018), antifungica (CHIAPETT]I, 2018)
e inseticida (SILVA et al., 2018).

Devido a grande diversidade de biomoléculas encontradas nas espécies vegetais, principalmente
as selvagens, surge o consideravel aumento de pesquisas que buscam determinar os efeitos benéficos
dos compostos obtidos de plantas, de modo a alocar e direcionar os beneficios obtidos para a resolugdo
de problemas de diversas areas (VIZZOTTO et al., 2010).

O potencial inseticida de algumas espécies vegetais vem cada vez mais sendo explorado, uma
vez que a seguridade ambiental e alimentar desses compostos bioativos é bem maior que a encontrada
nos inseticidas sintéticos. Os produtos a base de plantas, possuem efeito inseticida comprovado e
apresentam uma diversidade de compostos ativos, 0s quais agem sinergicamente, apresentando
caracteristicas atraentes, desalojantes ou repelentes, entre outras que podem ser empregados em sistema
de manejo integrado de pragas, como alternativas dirigidas para o controle e monitoramento das
populacdes de insetos (NAVARRO-SILVA et al., 2009).
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Dentre as pragas de maior importancia e que causam danos econdmicos severos na agricultura
e silvicultura, as formigas cortadeiras, pertencentes a tribo Attini, se destacam. Esses insetos sdo
considerados animais polifagos, pois alimentam-se de diversas fontes de alimento (DELLA LUCIA e
OLIVEIRA, 1993). Sdo insetos que possuem elevada importancia ecoldgica, entretanto, sua alta
voracidade aliada a sua polifagia, faz com que as formigas cortadeiras sejam extremamente prejudiciais
as areas de pastagem, florestais e agricolas, pois coletam grande quantidade de material vegetal fresco
para a sustentacdo da colénia (ARITA et al., 2011). Sendo assim, tornam-se comumente objetos de
estudo com a finalidade de obter novos métodos de controle ambientalmente sustentéveis.

Outra importante problematica que deve ser levada em consideracdo € 0 aumento da ocorréncia
da resisténcia bacteriana a antibioticos, representando um dos principais problemas da satde publica,
visto que, bactérias que outrora eram susceptiveis a certos antibiéticos usualmente utilizados, deixaram
de responder a esses mesmos agentes, muito em conta da obtencdo de resisténcia natural desses
microrganismos devido sua alta capacidade de adaptacdo, ou do uso indiscriminado desses agentes
antibacterianos (LOUREIRO et al., 2016). Nesse sentido, a obtencdo de novos compostos que possuam
a capacidade de mitigar o crescimento bacteriano utilizando mecanismos de acdo distintos dos
antibidticos comumente utilizados, representam umas das principais formas para a atenuagdo da
ocorréncia da resisténcia bacteriana.

Diante do exposto, surge cada vez mais a necessidade da realizacdo de estudos fitoquimicos que
busquem a identificacdo de novos compostos quimicos com alta atividade bioldgica explorando a vasta
biodiversidade das espécies vegetais existentes. No mesmo contexto, a utilizacdo desses compostos é de
essencial importancia do ponto de vista ambiental no controle de formigas cortadeiras, uma vez que, 0s
principais compostos quimicos utilizados em seu controle encontram-se com uso restringido mediante
a adocdo brasileira da Convencao de Estocolmo sobre os Poluentes Organicos Persistentes (POPS) desde
sua entrada em vigor (14 de setembro de 2004). Ao passo que, evidencia-se também a necessidade da
realizacdo de estudos que busquem por compostos obtidos de plantas que sirvam como fonte de
potenciais bioativos, que possam ser usados efetivamente no controle de agentes bacterianos,
aumentando o leque de possibilidades para o controle de bactérias e, dessa forma, contribuir para a

mitigacdo da resisténcia bacteriana.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Plantas como fonte de compostos bioativos

N&o é de hoje que se tem conhecimento dos beneficios da utilizacdo de espécies vegetais, uma
vez que a utilizacdo de plantas pelo homem ¢é tdo antiga quanto a histéria da humanidade (HEISLER et
al., 2015). Surgiu a medida que o ser humano buscava satisfazer suas necessidades e por casualidade,
acabou observando efeitos benéficos ocasionados por determinadas plantas (FREIRE et al., 2018). No
Egito, alguns papiros destacam a utilizagdo de 6leos de ricino e de coentros em diversas aplicacoes
medicinais, cosméticas e conservantes, enquanto que, no periodo grego e romano, foram descritas a
utilizacdo de diversas plantas e ervas com propriedades terapéuticas por Hipocrates, Teofrasto, Celso,
Dioscorides, entre outros (AZMIR et al., 2013; CRAGG et al., 2014).

A partir do século XI1X, houve grande desenvolvimento nos métodos de extracdo e purificagdo
de materiais de origem natural que permitiram as primeiras descobertas de principios ativos em plantas,
bem como o estabelecimento da quimica organica sintética que desenvolveu rotas para processos
industriais que seriam aplicados na fabricacdo em larga escala dos primeiros medicamentos
(ANDRADE et al., 2018).

2.1.1 - Anacardium occidentale L.

O cajueiro (Figura 1) é uma planta tropical, originaria do Brasil, dispersa em quase todo o seu
territdrio, tendo a regido Nordeste uma area plantada superior a 750 mil hectares, representando mais de
95% da producédo nacional, sendo os estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui os principais
produtores (BARRETTO et al., 2014). Encontra-se disperso em larga faixa do mundo tropical,
compreendida entre os paralelos 27° N, no sul da Fldrida, e 28° S, na Africa do Sul, sendo que no Brasil,
0 maior centro de biodiversidade de Anacardium occidentale L. compreende o Nordeste brasileiro
(PAIVA et al., 2003).

Figura 1 - Anacardium occidentale (cajueiro): a) folhas e caule; b) infrutescéncia: fruto e hipocarpo.

Fonte: Barbosa Filho (2015); Rufino (2004)
Essa espécie pertence a familia Anacardiaceae, a qual compreende cerca de 60 a 74 géneros e

400 a 600 espécies de arvores e arbustos, principalmente tropicais e subtropicais, com poucos

representantes de clima temperado (PAIVA et al., 2003).
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A Anacardium occidentale L. ecétipo de restinga consiste de arvores de folhas perenes, com
ramificacdo baixa e cuja copa pode alcancar 10 a 15 metros de altura, possuindo sistema radicular
pivotante muito desenvolvido com extensa rede de raizes fasciculadas, folhas simples alternas,
arredondadas ou obovadas, muitas vezes indentadas no apice e alongadas na base, com peciolos curtos
de 1 a3 cm (PESSONI, 2007).

Na medicina popular € utilizada desde a raiz, explorando seu potencial purgativo, até as folhas
que sdo usadas como expectorante, além de ser utilizada no tratamento de inflamagdes, reumatismos,
tumores e doencas infecciosas (FRANCA, 2013; RIBEIRO, 2016). Estudos sobre sua fitoquimica
indicaram a presenca de diversos compostos, entre eles, saponinas, triterpenos, alcaloides, fendis e
taninos (RIBEIRO, 2016).

2.1.2 - Mimosa caesalpinifolia Benth.

O sabia (Figura 2), pertence ao género Mimosa, familia Fabaceae-Caesalpinioideae que
compreende cerca de 490 a 510 espécies sendo elas distribuidas na regido Palaeotropical e no Novo

Mundo (Américas) (COSTA et al., 2018). No Brasil encontra-se bastante dispersa, tendo ocorréncia

natural nos estados do Rio Grande do Norte, Piaui, Ceara, Maranhdo e em regifes de Caatinga, Cerrado
e Mata Atlantica (BARBOSA et al., 2008).

Figura 2 - Mimosa caesalpiniifolia Benth (sabid): a) Inflorescéncia; b) planta em ambiente natural.

Fonte: Barbosa (2017)

Botanicamente, o sabia configura-se como uma arvore de pequeno porte, atingindo altura de 7
a 8 metros, com tronco que apresentam actleos que desaparecem ao decorrer da idade, possuindo folhas
alternadas bipinadas com 4 a 6 pinas opostas, sendo sua inflorescéncia do tipo paniculas de espigas com
cerca de 5 a 10 cm de comprimento (RIBASKI et al., 2003).

Se destaca como uma das principais fontes de estacas para cercas no Nordeste brasileiro

(BARBOSA et al., 2008) embora seja amplamente utilizada na medicina popular no tratamento de
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infeccOes, de doencas respiratorias e na hipertensdo (AGRA et al., 2008; RIBASKI et al., 2003;
SANTOS, et al., 2015). Extratos da casca do caule, folhas e raizes dessa planta apresentaram atividade
antioxidante e antimicrobiana (SILVA et al., 2012). O estudo fitoquimico da espécie demonstrou a
presenca de acidos graxos, esteroides, compostos fendlicos e principalmente flavonoides (SILVA,
2016).

2.1.3 - Metabolismo secundario das plantas

Os vegetais produzem uma vasta gama de compostos organicos conhecidos como metabélitos
secundarios e que ndo parecem ter funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento. Esses
compostos ndo possuem acdo direta conhecida em processos como a fotossintese, respiracdo ou
transporte de solutos nas plantas e diferenciam-se dos metabdlitos primarios (aminoacidos, nucleotideos,
acucares e acil lipideos) por apresentarem presenca restrita no reino vegetal, de modo que alguns
compostos sO estejam presentes em uma espécie ou grupos de espécies relacionados (TAIZ; ZAIGER,
2014).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular que possuem importantes
atividades ecoldgicas, ndo somente pelo fato de que participam ativamente dos processos de adaptacao
das plantas a seu ambiente, como o estabelecimento da simbiose com outros organismos e na atracéo de
polinizadores, mas também no auxilio a planta quando a mesma encontra-se em situacdes adversas, seja
pelo ataque de microrganismos (fungos, virus e bactérias); na competicdo existente entre as espécies
vegetais por espaco fisico, por nutrientes e por luz; na intensa exposicdo a luz solar, outros tipos de
estresses abidticos e na herbivoria ocasionada por insetos (JIMENEZ et al., 2003).

Esses compostos podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos, sendo eles o0s

terpenos, os compostos fenolicos e os compostos nitrogenados (alcaloides) (TAIZ; ZAIGER, 2014).

2.1.3.1 - Terpenos

Quimicamente, os terpenos (Figura 3) podem ser definidos como “alcenos naturais”, pois
apresentam uma dupla ligagao carbono-carbono, caracterizando-se como um hidrocarboneto insaturado
(MCMURRY, 2011; FELIPE; BICAS, 2016).

Todos os terpenos sdo formados pelas justaposi¢cbes de unidades pentacarbonadas que
apresentam esqueleto ramificado de isopentano, denominado de isopentenilpirofosfato-IPP (C5), sendo
estas suas unidades fundamentais (TAIZ; ZAIGER, 2014). Esses compostos sdo classificados pelo
namero de isopentenil que os formam, sendo eles 0os monoterpenos (duas unidades de C5; 10 carbonos),
0s sesquiterpenos (trés unidades C5; 15 carbonos), os diterpenos (quatro unidades de ¢5; 20 carbonos),
os triterpenos (seis unidades C5; 30 carbonos), os tetraterpenos (oito unidades C5; 30 carbonos) e os
politerpenos (com mais de oito unidades de C5) (TAIZ; ZAIGER, 2014).
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Figura 3 - Estrutura quimica do Limoneno (& esquerda) e do Mirceno (a direita).
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Fonte: FELIPE; BICAS (2016)

Duas rotas metabdlicas estdo diretamente envolvidas na producdo desses compostos, uma
consiste na rota do 4cido meval6nico, onde esse composto sofre uma série de reacdes até ser convertido
em IPP, enquanto a outra é conhecida como rota do metileritritol fosfato (MEP), onde intermediarios da
glicolise ou do ciclo de reducéo fotossintética do carbono séo convertidos em IPP (JIMENEZ et al.,
2003; TAIZ; ZAIGER, 2014).

2.1.3.2 - Compostos fenolicos
Os compostos fenolicos (Figura 4) sdo compostos quimicos que possuem um anel aromético
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (ANGELO et al., 2006).
Possuem estrutura varidvel, sendo em consequéncia disso, multifuncionais (TAIZ; ZAIGER, 2014).
Esses compostos sdo produzidos a partir de duas vias metabolicas principais: a via do acido chiquimico

e a via do &cido mevaldnico, a qual é menos significativa (VIZZOTTO et al., 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica de flavonoides.

Fonte: DORNAS et al. (2007)

Na rota do &cido chiquimico, precursores de aminoacidos derivados da glicolise e da rota da

pentose fosfato sdo convertidos em aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), tendo
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como principal intermediario o &cido chiquimico, elemento este que d& nome a essa importante rota
(TAIZ; ZAIGER, 2014). Grande parte dos compostos fendlicos produzidos durante o metabolismo
secundario sdo sintetizados a partir da fenilalanina, sendo esta convertida em &cido cinamico mediante
a atividade catalitica da fenilalanina amonialiase (PAL), onde este novo composto gerado passa por uma
série de reagdes de adicBes de grupos hidroxila e outros substituintes para a producgdo de diferentes
compostos fenolicos (TAIZ; ZAIGER, 2014).

2.1.3.3 - Alcaloides

Os alcaloides (Figura 5) sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo
de nitrogénio em seu anel e, em sua grande maioria, possuem carater alcalino, pois a presenca do atomo

de N representa um par de elétrons ndo compartilhados (VIZZOTTO et al., 2010).

Figura 5 - Estrutura quimica da morfina (a esquerda) e da quinina (a direita).
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Fonte: CABRAL; PITA (2015)

Sdo sintetizados a partir de aminoacidos, tais como triptofano, tirosina, fenilalanina, lisina,
arginina e ornitina, sendo alguns poucos derivados de purinas, como é o caso da cafeina (JIMENEZ et
al., 2003; VIZZOTTO et al., 2010).

Devido a sua semelhanca quimica com moléculas envolvidas na transmissdo de sinais do
sistema nervoso, o efeito tdxico dos alcaloides baseia-se na sua capacidade de bloqueio dos
neuroreceptores, intermediarios da transducao do sinal neuronal e canais ibnicos de vertebrados e insetos
(JIMENEZ et al., 2003). Gracas a seu modo de agdo, esses compostos sdo amplamente utilizados na
medicina, devido a suas importantes propriedades medicinais, e como venenos ou alucinégenos
(VIZZOTTO et al., 2010).

2.1.4 - Importéancia na agropecudria
No decorrer da segunda metade do século XX, logo ap6s a segunda guerra mundial, intensificou-
se a utilizacdo de compostos quimicos sintéticos (utilizados durante a segunda guerra mundial e depois

direcionados para 0 combate de pragas na agricultura) juntamente com pacote tecnoldgico da Revolugdo
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Verde, como solucéo para combater a fome no mundo. Com isso, o poder da industria agroquimica teve
aumento consideravel, tornando esses compostos quimicos os principais instrumentos de obtencéo de
capital no campo (DUTRA; SOUZA, 2017).

Entretanto, sua intensiva utilizacdo foi responsavel pelo aporte excessivo de compostos
quimicos no meio ambiente, resultando na contaminacdo de solos e ambientes aquaticos, promovendo
desequilibrio desses ecossistemas e impactando negativamente a salde humana (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018). Com o objetivo de diminuir a utilizacdo de compostos altamente tdxicos a
salde humana e ao meio ambiente, foi intensificado a busca por alternativas de controle menos
agressivas, sendo 0s extratos vegetais utilizados com sucesso, pois, comparados aos produtos sintéticos,
oferecem grandes vantagens como gerar novos compostos, 0s quais 0s patégenos sao incapazes de
inativar, além de serem menos tdxicos, de rapida degradacdo no ambiente, terem amplo modo de acdo
e serem derivados de recursos renovaveis (SANTOS et al., 2013).

Os extratos vegetais devido a presenca de varios compostos bioativos podem apresentar
potencial fungicida, herbicida e nematicida, sendo considerados de boa eficiéncia (SANTOS et al.,
2013).

Estudos realizados com extratos obtidos a partir de espécies do género Anacardium,
demonstraram efeito acentuado na mortalidade do caruncho do feijdo (Callosobruchus maculatus)
(ILEKE; OLOTUAH, 2012); da mosca branca (Bemisia tuberculata) (ANDRADE FILHO et al., 2013);
da cigarrinha-das-raizes (Mahanarva fimbriolata), uma importante praga da cultura da cana-de-agUcar
(PISTORI et al., 2013); no gorgulho do arroz (Sitophilus oryzae L.) uma importante praga que acomete
0s graos em pos-colheita (BUXTON et al., 2017). Ja em Callosobruchus maculatus F., foi verificado
alta taxa de mortalidade utilizando extrato etandlico da castanha, ocasionando 100% de mortalidade em
um periodo de 96 horas (OBEMBE; OGUNGBITE, 2017).

Extratos obtidos de Mimosa caesalpiniifolia (sabid) foram responsaveis por inibir a
eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus, parasita causador da hemoconcose, uma das
principais patologias presentes em caprinos, demonstrando assim seu potencial anti-helmintico (BRITO
et al., 2017). Em mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius), a utilizacdo desse extrato vegetal afetou a
fertilidade do inseto, resultando na reducéo da taxa de reproducdo, no tempo médio de geracao e na taxa
intrinseca de crescimento (CAVALCANTE et al., 2006).

2.1.4.1 - Formigas-cortadeiras

As formigas do género Atta (salvas) e Acromyrmex (quenguéns) sdo popularmente conhecidas
por formigas-cortadeiras (Figura 6) pois cortam e transportam vegetais diversos para dentro de seus
ninhos, com a finalidade de cultivar fungos que servem como fonte de alimento para as formas jovens
e adultas (CAMPOS et al., 2008). Ambas pertencem a ordem Hymenoptera, familia Formicidae,
subfamilia Myrmicinae, e tribo Attini, sendo esta, caracterizada por abranger o grupo de formigas
cultivadoras de fungos (ENDRINGER, 2015).
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Figura 6 - Atta sexdens rubropilosa: a) formiga operaria; b) fungo Leucoagaricus gongylophorus em
ninho; c) forrageamento; d) ninho.

Fonte: Campos et al. (2008)

O género Atta possui ampla distribuicdo, sendo encontrado desde o sul dos Estados Unidos ao
centro da Argentina, inexistindo no Chile, nas ilhas das Antilhas e no Canada (MARICONI, 1970 apud
FREITAS, 2010).

As formigas cortadeiras sdo consideradas organismos eusociais, devido a divisdo de trabalho mediante
as diferencas morfologicas entre individuos, estabelecimento de cooperagdo no cuidado com a prole e
pela sobreposicdo de geragdes (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). As salvas apresentam castas
permanentes e temporarias. A casta temporéaria é constituida pelos individuos férteis que sdo as fémeas
aladas, conhecidas como icas ou tanajuras, e 0s machos alados, conhecidos como bitus. Enquanto que a
casta permanente é composta pela fémea fundadora do ninho (rainha), e pelas quatro castas de operarias
(as jardineiras, as generalistas, as forrageadoras e os soldados) que ndo possuem fung&o reprodutiva e
gue sdo encarregadas por realizar diversas tarefas no ninho (MARICONI, 1970 apud FREITAS, 2010).

Essas formigas sdo consideradas “verdadeiras agricultoras”, pois sdo capazes de manipular o
fungo (Leucoagaricus gongylophorus) sobre o substrato vegetal para otimizar o seu crescimento,
transplantando-o de jardins velhos para novos especialmente preparados para acolhé-lo, onde
potencializam seu crescimento através da aplicacdo regular de suas fezes, da limpeza dos esporos
contaminantes e da extirpacéo dos micélios infestados (BORBA et al., 2006).

Em um ecossistema natural, esses insetos possuem preferéncia por algumas espécies vegetais,
as quais séo totalmente desfolhadas, enquanto outras ndo sdo atacadas, embora sejam abundantes e

localizadas proximas ao ninho. Essas variac@es na coleta do material, é relacionada diretamente com a
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espécie de formiga, uma vez que, algumas possuem preferéncia por plantas monocotiledoneas, outras
por dicotileddneas e algumas por ambas (BORBA et al., 2006).

Do ponto de vista ecoldgico, as formigas apresentam elevada importancia, pois ao forragear,
sdo responsaveis por alterar quimicamente e fisicamente o solo. As mesmas sdo consideradas
engenheiras do ecossistema, pois modulam direta e indiretamente, a disponibilidade de recursos para
outras espécies, alterando o estado fisico dos materiais biéticos e abidticos (DELLA LUCIA et al.,
2013). Varios impactos positivos sdo relatados para esses insetos, pois modificam a estrutura quimica e
fisica do solo, ajudando na aeragdo e na ciclagem de nutrientes (BACCARO et al., 2016).

Embora tenham acentuada importancia ecoldgica, as formigas cortadeiras sdo responsaveis por
consideraveis prejuizos econdmicos, afetando a agricultura, a pecuéria e a silvicultura em diferentes
regides das Ameéricas ao cortarem grandes quantidades de biomassa vegetal em areas de pastagens,
florestas e cultivos comerciais (BACCARO et al., 2016). Estima-se que a atividade forrageadora em
cultivo de Eucalyptus grandis Hill é responsavel por reduzir até 38% a producdo de madeira, enquanto
que para Pinus taeda L., ha o decréscimo de até 5,38% (BURATTO et al., 2012; ZANETTI et al., 2014).
Por conta disso, tornam-se comumente objetos de estudo com a finalidade de obter novos métodos de
controle.

2.1.4.2 - Métodos de controle

As formigas cortadeiras podem ser controladas por meio de métodos mecanicos, culturais,
biolégicos e quimicos. O método mecéanico consiste na remogdo das rainhas do seu ninho (Figura 7),

levando em considera¢do o momento do voo nupcial, que possui sazonalidade distinta especifica para

cada regido e, na escavacdo dos formigueiros recém formados, impedindo o crescimento da col6nia
(LERMA et al., 2012).

Figura 7 - Estrutura do ninho de formigas do género Atta

| onte: Edéntaurus (2011)

Os métodos culturais consistem na diversificacdo de sistemas de cultivo, preconizando a
utilizacdo de sistemas integrados de producédo (sistema agrossilvipastoril), uma vez que, aumentam a
disponibilidade de plantas e concomitantemente, favorecem o estabelecimento de fauna benéfica,
especialmente aves, contribuindo para a supressdo natural de formigas cortadeiras (LERMA et al.,

2012). O controle bioldgico preconiza a utilizagdo de predadores naturais, parasitoides e microrganismos
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patogénicos, como insetos, nematoides e certos fungos, sendo considerada uma das areas de pesquisa
mais promissoras no controle de formigas cortadeiras; contudo, os resultados laboratoriais promissores
utilizando esse método ndo sdo reproduzidos com eficacia no campo, destacando a necessidade de
elucidar cada vez mais as dificuldades bioldgicas envolvidas no método em questao para que sejam de
fato aplicadas em campo (DELLA LUCIA et al., 2013; BOARETTO et al., 1997).

Os métodos quimicos para o controle de formigas cortadeiras sdo frequentemente utilizados,
sendo o produto téxico aplicado diretamente nos ninhos, nas formulagées em p6, liquida ou liquidos
nebulizaveis, ou apresentado na forma de iscas granuladas, aplicadas nas proximidades da colénia
(BOARETTO et al., 1997).

Os formicidas em p6 sdo utilizados desde o final da década de 50, constando basicamente de
um principio ativo com acao de contato, talco como inerte e veiculo de aplicagdo, sendo aplicados com
auxilio de polvilhadeiras, um equipamento manual dotado de um recipiente conico para o
acondicionamento do produto (BOARETTO et al., 1997). Organofosforados, carbamatos e piretroides
tém sido utilizados como p6 seco para fornecer controle eficiente sob condi¢cGes ambientais secas e
contra ninhos pequenos e rasos (DELLA LUCIA et al., 2013).

Os formicidas liquidos foram pouco difundidos e utilizados em formigas cortadeiras,
principalmente em func¢do da baixa eficiéncia dos produtos testados, devido a necessidade de o produto
entrar em contato com as formigas, além do trabalho dispendioso de perfura¢do do ninho e perdas do
produto pela absorcdo do solo (BOARETTO et al., 1997). Os principais produtos utilizados para o
controle de formigas cortadeiras sdo o fipronil e o tiametoxam. O fipronil age no sistema nervoso
ligando-se aos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), que controlam o fluxo de ions de cloro
através da membrana das células nervosas, causando inibicdo das células sinapticas. J& o tiametoxam
faz parte de um grupo quimico denominado de neonicotinoide, que age na morte dos insetos pela
hiperexcitacdo ou paralisacdo do metabolismo (ORTIZ et al., 2017).

O uso de inseticidas fumigantes (inseticidas a gas), principalmente brometo de metila, foi
frequentemente utilizado anteriormente contra formigas cortadeiras, principalmente pela facilidade de
se espalhar por todo o ninho, causando sua supressdao. No entanto, além de sua alta toxicidade a
mamiferos, o brometo de metila afeta negativamente a camada de oz6énio, e estd sendo eliminado
conforme acordado no Protocolo de Montreal (DELLA LUCIA et al., 2013).

Frequentemente, inseticidas quimicos também sdo componentes essenciais em receitas de iscas
granuladas, onde as préprias formigas transportam e introduzem nas col6nias os principios ativos
contidos nas iscas granuladas (LERMA et al., 2012). Esse método consiste na utilizacéo de um substrato
atrativo em mistura com um principio ativo téxico, em pellets. O inseticida é geralmente dissolvido em
6leo de soja refinado e, posteriormente, incorporado ao substrato, sendo utilizado como substrato
atrativo polpa citrica desidratada (BOARETTO et al., 1997). Os principais principios ativos toxicos

utilizados nas iscas granuladas séo a sulfluramida e o fipronil (DELLA LUCIA et al., 2013), porém,



26

encontram-se com 0 uso restrito conforme acordado pela convengdo de Estocolmo sobre Poluentes
Organicos Persistentes (POPs) (BRITO et al., 2016), surgindo a necessidade da busca por novos

métodos de controle que tragam uma maior seguridade ambiental.

2.1.4.3 - Uso de plantas inseticidas como alternativa de controle

Os inseticidas naturais sdo substancias resultantes do metabolismo secundario das plantas que,
de acordo com estudos quimicos e ecol6gicos, desempenham um papel importante nas interagcdes dos
insetos com as plantas, sendo extraidos de varias partes da planta, como folha, fruto, caule ou raiz, tendo
como principal funcdo a defesa de espécies vegetais contra a herbivoria realizada por insetos (SILVA et
al., 2019).

Varias vantagens sao associadas a utilizacdo de inseticidas botanicos, uma vez que, ha uma vasta
gama de espécies vegetais que podem ser utilizadas para a obtencdo de extratos apresentando uma série
de vantagens como: apresentar uma rapida a¢do no controle de insetos praga, apresentar fitotoxicidade
baixa, serem seletivos e apresentam degradacdo rapida, sendo que o controle proporcionado por esses
produtos seja associado a suas atividades repelentes, a sua capacidade de causar esterilidade aos insetos
ou até mesmo, mosmoreduzir sua herbivoria (DANTAS et al., 2019).

Uma das espécies mais estudadas para o controle de pragas em geral é a Azadirachta indica A.
Juss, conhecida popularmente como nim. O interesse por essa espécie deve-se a presenca de um
limondide denominado azadiractina, cuja atividade sobre alguns insetos é comparavel a dos melhores
inseticidas sintéticos encontrados no mercado, tendo acdo uma vasta gama de insetos em doses baixas,
como 50 ppb (TAIZ; ZEIGER, 2014; VIEIRA; PERES, 2017).

Duarte et al. (2019), buscando testar a toxicidade de Esenbeckia pumila Pohl (Rutaceae) sobre
Atta sexdens rubropilosa conseguiram observar o decréscimo de sobrevivéncia das formigas mediante
a incorporacdo de extratos etandlicos em sua dieta artificial, indicando a atividade formicida sobre a
espécie utilizada, especialmente devido a presenca do flavondide rutina e uma mistura de triterpenos, o-
amyrin, B-amyrin e o lupeol, comprovada pela caracteriza¢do quimica do material.

Em um estudo comparativo realizado por Silva et al. (2019), foi reportada a superioridade dos
extratos hidroetan6licos sobre os extratos etandlicos utilizando pseudocaule de Musa acuminata em
aplicacdo topica, no qual apds 48 horas de bioensaio foi verificado 100% de mortalidade de operérias
de Atta sexdens rubropilosa.

Em trabalho realizado por Rocha et al. (2018), foi realizada a verificagdo da toxicidade do dleo
essencial de Pogostemon cablin, e sua nanoformulacdo, em Atta sexdens, por meio de fumigacéo para a
determinacéo de sua dose letal. Verificou-se que tanto o 6leo essencial quanto sua nanoemulsao possuiu
eficiéncia inseticida e irritabilidade para a formiga cortadeira, indicando o potencial da espécie para a
geracdo de novos produtos formicidas.

Bueno et al. (1995), demonstrou que Sesamum indicum L. (gergelim), pode ser utilizada para o

controle indireto de formigas cortadeiras, visto que a implementacdo de suas folhas in natura para a
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alimentagdo das formigas reduziu o crescimento do fungo simbionte das formigas cortadeiras. Outras
espécies vegetais possuem atividade formicida em Atta sexdens comprovada na literatura, como Helietta
peberula (ALMEIDA et al., 2007), Carapa guianensis, Cedrela fissilis (AMBROZIN et al., 2006),
Virola sebifera (BICALHO et al., 2012), Ricinus communis (BIGI et al., 2004), Citrus spp.
(FERNANDES et al., 2002), entre outras.

2.1.5 - Importancia na saude dos compostos bioativos obtidos de plantas

Desde tempos remotos as plantas sdo utilizadas de forma empirica, pratica baseada
principalmente nas crencas, observada primeiramente pelos povos indigenas que tinham o uso de plantas
medicinais como algo de seu cotidiano (BRUNING et al., 2012). A busca por alivio e cura de doengas,
por meio da utilizacdo de ervas e folhas, talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo desses
produtos, no qual o homem buscava descobrir solugdes para suas necessidades basicas de sobrevivéncia,
como alimentacdo, moradia, protecdo e reproducdo, e por meio dessa pratica, evidenciou-se que 0s
compostos provindos de plantas possuem a capacidade de exercer papel importante na prevencao e/ou
cura de doencas crénicas nao transmissiveis como problemas cardiovasculares, cancer, problemas
respiratorios, diabetes, etc. (PEREIRA et al., 2012; LAMOTHE et al., 2015).

As plantas sdo bancos fitoquimicos naturais apresentando rica variedade de compostos para uso
terapéutico e, devido a esse fato, ha o consideravel aumento de estudos cientificos e econémicos na
busca de novos compostos (MENEZES FILHO; CASTRO, 2019).

Os compostos bioativos produzidos pelas plantas séo conhecidos como metabdlitos secundarios
gue, embora possuam uma variedade de funcdes nas plantas, é provavel que sua importancia ecoldgica
tenha alguma relacdo com potencial efeito medicinal para os seres humanos (VIZZOTTO et al., 2010).
Por exemplo, produtos secundarios envolvidos na defesa contra herbivoros por meio de atividade
neurotoxica poderia ter efeitos benéficos em seres humanos (ou seja, como antidepressivos, sedativos,
relaxantes musculares ou anestésicos), da mesma forma que produtos secundarios envolvidas na defesa
das plantas por meio de citotoxicidade para patégenos microbianos podem ser (teis como medicamentos
antimicrobianos em humanos, se nao forem téxicos (VIZZOTTO et al., 2010).

Vérias atividades bioldgicas sdo reportadas na literatura para 0os metabdlitos secundarios obtidos
de espécies vegetais, dentre elas: antitumoral (COSTA; CAVALCANTE, 2018), antiulcerogénica
(BRITO, 2018), anti-inflamatdria, antinociceptiva (BATISTA et al., 2016), antifingica (NEVES et al.,
2019) e antibacteriana (DELGADO et al., 2018).

Varios compostos obtidos a partir da Anacardium occidentale Linn. sdo descritos focando em
suas atividades bioldgicas. Floréncio et al. (2007), demonstrou a atividade antitumoral do polissacarideo
extraido de caju frente a células tumorais de sarcoma. Outro composto de alta atividade bioldgica
presente em Anacardium occidentale Linn. é o &cido anacardico, principal componente da casca da

castanha do caju, liberado como subproduto de cadeias produtivas do caju e que apresenta elevado
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potencial por possuir pronunciada atividade antioxidante, gastroprotetora e anti-inflamatéria (HAMAD;
MUBOFU, 2015; ONAL et al., 2019).

Tratando-se da Mimosa caesalpiniifolia foi verificado em estudo relatado por Silva et al. (2014),
gue a fracdo acetato de Mimosa caesalpiniifolia evitou a genotoxicidade induzida pela exposicdo de
cadmio ao figado e as células periféricas de ratos, como resultado de sua atividade antioxidante. Em
estudo realizado por Silva et al. (2018), foi relatado o efeito de seu extrato hidroetanélico na atenuagédo
de lesBes do célon de ratos com colite induzida, indicando seu potencial anti-inflamatorio. J& em
trabalho realizado por Araujo et al. (2020), utilizando extratos etan6licos de inflorescéncias de Mimosa
caesalpiniifolia, foi possivel observar sua atividade antileishmanial, uma vez que a utilizacdo do extrato
promoveu a inibicdo significativa do crescimento apds 48 horas para formas promastigotas de
Leishmania amazonensis.

2.1.6 - Resisténcia bacteriana a antibioticos

A resisténcia bacteriana aos antibidticos configura-se como um dos principais problemas de
salde publica, visto que, muitas bactérias anteriormente susceptiveis aos antibi6ticos usualmente
utilizados deixaram de responder a esses mesmos agentes (LOUREIRO et al., 2016). A resisténcia
bacteriana é um fenbmeno de ocorréncia natural, pois ha bactérias naturalmente resistentes a certos
antimicrobianos (por exemplo, Enterococcus resistentes a cafalosporina) (ANTONIO et al., 2009).

Os antibioticos sdo uma classe de farmacos utilizados para o tratamento de doencas infecciosas,
que se diferenciam uns dos outros, quanto as suas propriedades fisicas, quimicas, farmacolégicas, no
espectro e mecanismos de a¢do (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

A descoberta de antibi6ticos eficientes no tratamento de infec¢Bes bacterianas proporcionou um
grande avanco na medicina, reduzindo consideravelmente o nimero de mortes causadas por doencas
infecciosas (MORAES et al., 2016). Entretanto, 0 mau uso desses farmacos acelera o processo natural
de resisténcia das bactérias contra os antibidticos, devido ao fato de que no ambiente natural esses
antimicrobianos s&o produzidos por populagbes microbianas como ferramenta de competicdo por
recursos nutricionais e espago dentro do micro-habitat que ocupam (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

No ambito da salde, a resisténcia bacteriana representa um risco a qualidade de vida humana
conquistada ao longo dos anos com o avanco da microbiologia, das engenharias, da farmécia e da
medicina, comprometendo o orcamento dos sistemas de salde, sejam eles publicos ou privados
(COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017).

Os 4 principais mecanismos de defesa de resisténcia bacteriana aos antibidticos sdo: a
modificagdo ou destruicdo enzimatica do antibidtico; a prevencdo da acumulacdo intracelular do
antibiotico através da reducdo da permeabilidade celular ao antibidtico; as alteracfes nas moléculas
alvos dos antibidticos, e a produgdo de moléculas alvo alternativas que ndo séo inibidas pelo antibiotico,
enquanto se continua a produzir as moléculas alvo originais, contornando desse modo a inibigdo
induzida pelo antibiético (LOUREIRO et al., 2016).



29

Algumas estratégias podem ser adotadas para mitigar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, como por exemplo a preven¢do de doencas bacteriana por meio de controle preventivo
utilizando vacinas, uso racional de antibiéticos, controle e prevencdo de disseminacdo de
microrganismos resistentes, descoberta e desenvolvimento de novos antibi6ticos (GUIMARAES et al.,
2010).

Diante disso, varias razdes justificam a necessidade urgente por novos agentes antimicrobianos,
que atuem utilizando mecanismos de acdo diferentes aos dos farmacos geralmente utilizados
(GUIMARAES et al., 2010).

A ampla biodiversidade vegetal encontrada no mundo combinada as diversas técnicas indica a
potencialidade da descoberta de compostos bioativos com propriedades antibacterianas pronunciadas,
aumentando as possibilidades de controle e diminuindo concomitantemente a ocorréncia da resisténcia
bacteriana. Os metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana geralmente apresentam estruturas
quimicas complexas importantes para as interacdes especificas e reconhecimento por alvos
macromoleculares em bactérias patogénicas, associado ao fato de que em extratos vegetais podem haver
a presenca de varios compostos potenciais no controle do crescimento bacteriano (GUIMARAES et al.,
2010).

2.1.6.1 - Staphylococcus aureus

Compreende um grupo de bactérias gram-positivas agrupadas em cachos ou aglomerados de
cocos. Sua parede celular é constituida por capsula camada frouxa de polissacarideos que protege as
bactérias ao inibir a quimiotaxia e fagocitose, também facilita a aderéncia a materiais sintéticos, sendo
rica em peptideoglicano que confere maior rigidez a parede (ALMEIDA et al., 2016).

O género Staphylococcus foi descrito pela primeira vez no ano de 1880 pelo cirurgido escocés
Alexandre Ogston, que observou sua presenca em pus de abscessos cirlrgicos e atualmente é um dos
microorganismos mais comuns nas infec¢fes piogénicas em todo o mundo (SANTOS et al., 2007).

Esse grupo de bactéria é frequentemente encontrado na pele e fossas nasais de pessoas
saudaveis, ndo obstante, em algumas situacGes pode tornar-se patogénico e provocar uma ampla
variedade de complicagdes, que vao desde uma simples infecgdo como espinhas, furdnculos e celulites,
até infeccBes graves, a exemplo de pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,
septicemia e outras (SANTOS et al., 2007; GELATTI et al., 2009). Sua patogenicidade é consequente
aos fatores de viruléncia e a elevada resisténcia a diversos antimicrobianos (LIMA et al., 2015).

O aumento nas taxas de InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS) ocasionado pela
permanéncia em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), estdo diretamente relacionadas com os riscos a
que os pacientes estdo sujeitos e sua vulnerabilidade decorrente dos métodos invasivos empregados
(BORER et al., 2012). Os principais fatores de risco relacionados a infecgdes incluem geralmente, idosos
e criangas, uso indiscriminado de antibiGticos e corticoides, internagdo prolongada e presenca de
dispositivos médicos invasivos (BASSETTI et al., 2012; CHUSRI et al., 2015).
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Com base nos dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 1,4 milhdes de
infeccBes ocorrem a qualquer momento, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento,
onde verifica-se que UTIs apresentam um elevado indice de IRAS por microrganismos multirresistentes,
sendo o S. aureus, o patdgeno que apresenta 0 maior indice de mortalidade devido a sua alta viruléncia
e grande prevaléncia nas instituicdes de saide (SOUSA et al., 2016).

2.1.6.2 - Enterococcus faecalis

As bactérias do género Enterococcus spp sao bactérias Gram-positivas classificadas como
cocos, agrupadas em pares ou cadeias curtas, anaerébicas facultativas e negativas contra a catalase
(MEDELL et al., 2014).

Esse grupo de bactérias foi originalmente classificado como cocos entéricos gram-positivos
incluidos no género Streptococcus, onde no decorrer dos anos foram realizados diversos estudos para
distinguir as duas espécies. A principio, o investigador Sherman dividiu os Streptococcus em categorias,
organizadas conforme as reacGes hemoliticas, o grupo de antigénio a que pertencem e o seu fen6tipo,
no qual um deles correspondia ao grupo Enterococcus constituido por bactérias de origem fecal
incluindo Streptococcus faecalis, S. liquefaciens, S. zymogenes e S. durans (KOBAYAKAWA et al.,
2005). Através de técnicas de hibridacdo do DNA, verificou-se que algumas espécies, incluindo
Streptococcus faecalis eram abundantemente distintos dos restantes Streptococcus, e assim prop6s-se a
sua transferéncia para o género Enterococcus (FACKLAM, 2002).

Consideradas agentes patogénicos oportunistas de elevada importancia, apresentam uma
capacidade evidente de desenvolver e adquirir resisténcias contra varios grupos de agentes
antimicrobianos, dificultando cada vez mais a escolha de estratégias terapéuticas eficazes (LOPES et
al., 2005, KAYAOGLU et al., 2004). Compdem a microbiota intestinal de seres humanos e animais
saudaveis e estdo amplamente distribuidos no ambiente (RIBOLDI et al., 2009; CAMPOS et al., 2013).
Pode também ser encontrado em alimentos, normalmente produtos de origem animal, bem como em
locais com poucas condicdes de higiene, onde a sua presenca indica contaminacao fecal (MARTIN et
al., 2008).

Situam-se, principalmente, no trato gastrointestinal e geniturinario, quando presentes em outros
locais do organismo podem representar uma espécie patogénica oportunista apresentando assim, uma
elevada incidéncia em pacientes hospitalizados que ndo se deve somente a sua viruléncia, mas também
ao quadro de imunocomprometimento de individuos contidos naquele ambiente (CAUWERTS, 2007).
Essa espécie estd frequentemente associada a infecgbes humanas e animais, como bacteremia,
septicemia, infec¢des do trato urindrio, infecgdes de feridas, meningites e endocardites (CAMPOS et
al., 2013; CAUWERTS et al., 2007).

2.1.6.3 - Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes diz respeito a um bacilo Gram-positivo, ndo formador de

esporos, anaerobio facultativo. Apresenta-se na forma mével devido aos flagelos, possuindo movimento
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caracteristico denominado tombamento, que contribui para sua identificagdo. Apresenta reacéo positiva
para catalase e negativa para oxidase (FRANCO et al.,1996).

Esta bactéria é conhecida pelos cientistas hd muito tempo, onde no ano de 1924, os cientistas
Murray, Webb e Swann relataram o primeiro isolamento do microrganismo que foi responsével por uma
leucocitose mononuclear tipica em coelhos denominando-o de Bacterium monocytogenes (MURRAY
et al., 1926). A designacdo Listeria monocytogenes s6 foi definida em 1940 depois que outro
microrganismo semelhante foi isolado em roedores em 1930 e recebeu 0 nome de Listerella hepatolytica
em homenagem ao cirurgido britanico Sir Joseph Lister e em 1948, foi incluida no Manual
Bacterioldgico Determinativo de Bergey (CRUZ et al., 2008).

Apesar de ser um agente presente no solo e na agua, as maiores fontes de transmissdo do
microrganismo séo os alimentos (SILVA et al., 2016). O trato gastrointestinal (TGI) é o principal ponto
de entrada do patégeno e, portanto, foco de colonizacdo. A fim de colonizar o TGI, o microrganismo
deve sobreviver as condi¢des adversas, como a acidez estomacal, a alta osmolaridade e a presenca de
sais biliares no intestino delgado (SILVA et al., 2016).

Caracteriza-se por ser um grupo de bactérias que diz respeito a um patégeno oportunista, capaz
de ocasionar meningite e septicemia através da ingestdo de alimentos contaminados (MANTILLA,
2007) além de listeriose, que condiz com um grupo geral de desordens causadas pela Listeria
monocytogenes, incluindo em seus sintomas febre e dores musculares, as vezes precedidas de diarréia e
outros sintomas gastrointestinais (ROQUE et al., 2018).

A listeriose foi identificada como uma infeccdo de origem alimentar, onde epidemias focais tém
sido associadas ao consumo de leite, queijo, carne inadequadamente cozida, vegetais crus nao lavados
e repolho contaminado (MURRAY, 2000). Por ocasionar, normalmente, infeccfes sistémicas, pode ser
potencialmente fatal em individuos imunocomprometidos e idosos, também afetando gestantes,
podendo provocar aborto, parto prematuro, nados-mortos ou infecGes neonatais (LOMONACO et al.,
2015).
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar quimicamente e avaliar as propriedades biolégicas dos extratos aquosos e
hidroetandlicos obtidos de folhas das espécies Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia
Benth.

3.1 Objetivos especificos

e Obter extratos aquosos e hidroetanolicos de folhas de A. occidentale L. (cajueiro) e M.
caesalpiniifolia Benth. (Sabid);

e Verificar a constituicdo fitoquimica dos extratos aquosos e hidroetanolicos de folhas de A.
occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth.;

e Determinar os teores de compostos fenolicos, flavonoides, aglcares e de saponinas nos extratos
aquosos e hidroetanolicos de folhas de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth.;

e Auvaliar sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens mediante a incorporacdo dos extratos
hidroetandlicos de folhas de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. em sua dieta artificial;

e Verificar a atividade antibacteriana dos extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de A.
occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. frente as bactérias gram-positivas Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes, por meio da determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM);

e Verificar a citotoxicidade dos extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de A. occidentale L. e

M. caesalpiniifolia Benth. em linhagem de células VERO;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Organograma experimental

O organograma (Figura 8) abaixo resume a metodologia descrita em detalhes nos itens
posteriores. De forma geral, o presente trabalho buscou realizar a caracterizagdo quimica dos extratos
aquosos e hidroetandlicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth., bem como verificar as
algumas atividades bioldgicas e, para isso, fez-se necessario inicialmente a producdo dos extratos, que
consistiu nas etapas subsequentes de coleta das folhas, secagem, moagem e pér fim a imersdo do material
vegetal moido nos solventes extratores (agua e solugdo hidroetandlica). Apos a obtencdo dos extratos
aquosos de hidroetanolicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. partiu-se para as etapas de
caracterizacdo quimica, de forma qualitativa usando métodos colorimétricos e, de forma quantitativa.
Posteriormente foram realizados bioensaios para a verificacdo da atividade formicida, antibacteriana e

citotoxicidade dos extratos aquosos e hidroetanolicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth.

Figura 8 - Organograma experimental da caracterizagdo quimica e avaliagdo das atividades bioldgicas de
A. occidentale L. e M. caesalpiinifolia Benth.

[ Anacardium occidentale e Mimosa caesalpiniifolia ]
Coleta das folhas
Seca, | N|
gem J * Moagem
{ Solucio extratora }
X Caracterizacio X
[ Extratos aquosos quimica Extratos hidroetanélicos ]

Atividades
biolégicas

~
[ Avaliaciio da atividade

-
Avaliacfo da atividade
formicida

antibacteriana

o Citoxicidade

o

Fonte: Autoria prdpria (2020)
4.2  Obtencao dos materiais vegetais
As amostras foliares de M. caesalpiniifolia Benth. (sabid) e A. occidentale L. (cajueiro) foram
coletadas no litoral piauiense, em abril de 2019, nos bairros portinho (2°55°26°’S; 41°41°32”°W;
Parnaiba) e cal (2°50°7°’S; 41°43°10°*W; Ilha grande), respectivamente.
As regides selecionadas para a coleta das amostras foliares fazem parte da microrregido do

litoral piauiense, com clima Aw de acordo com classificagdo climéatica de Képpen (1931), uma vez que
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apresentam inverno seco, com pouca ou até mesmo ausente precipitacdo, e verdo com grande intensidade
pluviométrica. Essa regido contém a presenca de populacdo que apresenta diferencas morfologicas em
comparacao a outras populagdes encontradas em outras localidades, sendo esta estudada por Andrade et
al. (2019), e denominada A. occidentale L. ec6tipo restinga, por possuir folhas mais curtas e largas,
drupas mais curtas e menos veias secundarias.

Para A. occidentale L., a escolha do local de coleta ocorreu mediante a analise prévia de
resultados reportados por Ribeiro (2016), que indicaram a presenga de compostos bioativos importantes
para a execucdo do trabalho, na regido selecionada. Entretanto, a auséncia de estudos de caracterizagdo
quimica de M. caesalpiniifolia Benth. mediante a variacdo espacial no litoral piauiense, impediu a
escolha de um local especifico para a realizacdo da coleta, sendo o local escolhido apenas em funcao da
disponibilidade de material vegetal, bem como a facilidade para a realizacdo da coleta, visto que a
espécie apresenta actleos que dificultam esse procedimento.

4.3  Producao de extratos hidroalcoolicos e aquosos de sabia (Mimosa caesalpiniifolia)
e caju (Anacardium occidentale)

Para a producdo de extratos hidroalcodlicos de sabia e caju foi utilizado a metodologia descrita
por Ribeiro (2016). O método consistiu na desidratacdao das folhas recém coletadas em estufa a 40°C
durante 24 horas e sua posterior moagem em moinho martelo. Esta primeira etapa da preparacdo e
producdo dos extratos brutos possui a finalidade de retirar a 4&gua contida no material vegetal e, com
isso, diminuir a possibilidade da ocorréncia de reacdes de hidrélise e crescimento microbiano.

Apdbs a moagem do material vegetal, foram pesadas 40 gramas de folhas moidas para um volume
de 400 mL de solugdo extratora (EtOH + H,O), em proporcao de 70% (v/v) de EtOH / H,O por 48 horas
ao abrigo de luz e, apds esse periodo, as solucdes foram filtradas, concentradas em centrivap até a
completa evaporacdo do etanol e por fim, liofilizadas.

A metodologia envolvida na producdo dos extratos aquosos foi similar ao método descrito para
a producéo dos extratos hidroetandlicos. Nesse caso, apos a moagem do material vegetal, foram pesadas
40 gramas de folhas moidas e adicionados 400 mL de agua destilada. A solu¢do permaneceu em um
tempo de reacdo de 48 horas ao abrigo de luz e apos esse periodo, as solugdes foram filtradas, congeladas
e liofilizadas para a obtencéo dos extratos aquosos.

4.4 Caracterizacdo quimica qualitativa e quantitativa dos extratos aquosos e
hidroetanodlicos de Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A metodologia utilizada para a caracterizagdo fitoquimica qualitativa foi descrita por Barbosa
(2001), com a finalidade de detectar a presenga de fendis, taninos, saponinas, esteroides, triterpenoides,
alcaloides, acucares redutores e ndo redutores, acidos organicos, antraquinonas, polissacarideos e

flavonoides.
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4.4.1 - Fendis e taninos

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de agua destilada e adicionadas duas gotas de
solucdo alcodlica de FeCls a 1%. Qualquer mudanca na coloragdo para azul, vermelho ou verde foi
considerado indicativo da reacdo positiva.

4.4.2 - Saponinas

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de agua destilada. Posteriormente, diluidos para
15 mL com &gua destilada e agitados vigorosamente manualmente durante 2 minutos em tubos fechados.
A permanéncia de uma camada de espuma sobre a superficie do extrato por mais de meia hora foi

considerado como resultado positivo para a presenca de saponinas.

4.4.3 - Esteroides e triterpenoides

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 10 mL de cloroférmio. Adicionados 1 mL de Anidrido
Acético e agitados suavemente, em seguida, adicionados cuidadosamente, trés gotas de H,SO,
concentrado (P.A) e a agitados suavemente. O aparecimento de coloracdo que vao do azul evanescente

ao verde persistente, foi considerada como indicativo da presenca desses compostos.

4.4.4 - Alcaloides

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de solugcdo de HCI a 5%. Foram separadas duas
porcdes de 1 mL em tubos de ensaio, e adicionados gotas dos reativos de Bouchardat e Dragendorff. Os
resultados foram considerados positivos quando houve a formacao de precipitado laranja avermelhado

utilizando o reativo de Bouchardat, ou vermelho tijolo com o reativo de Dragendorff.

4.4.5 - Aclcar redutor e ndo redutor

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados
2 mL do reativo de FEHLING A e 2 mL do reativo de FEHLING B e aquecidos em banho-maria em
temperatura de ebulicdo durante 5 minutos. O aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, foi
considerado positivo para agucares redutores.

Para extratos que tiveram resultados negativos na técnica anterior, foram dissolvidos 50 mg de
extrato seco em 5 mL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de HCI concentrados
e fervidos em banho-maria por 10 minutos. Apos esfriar, a solucdo foi neutralizada com solucéo de
NaOH a 20%. Foram adicionados 2 mL de FEHLING A e 2 mL de FEHLING B e aquecidos em banho-
maria por 5 minutos. Apos esse periodo, 0 aparecimento de precipitado vermelho indicou a presenca de
acucares ndo redutores.

4.4.6 - Acidos organicos

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de agua destilada, transferidos 2 mL para um tubo
de ensaio e adicionados trés gotas do reativo de PASCOVA. O resultado foi considerado positivo na

descoloracdo completa do reativo.
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4.4.7 - Antraquinonas

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de Tolueno, em seguida, adicionados 2 mL de
solucdo de NH4OH a 10% e agitados suavemente. O aparecimento de coloragdo rosea, vermelha ou
violeta na fase aquosa, indicou a reagdo positiva.

4.4.8 - Polissacarideos

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 5 mL de agua destilada e adicionadas duas gotas de

lugol. O resultado foi considerado positivo com o aparecimento de coloracdo azul.

4.4.9 - Flavonoides

Foram dissolvidos 50 mg de extrato em 20 mL de agua destilada e transferidos para trés tubos
de ensaio, com 3 mL da solucdo em cada tubo. Foram acidulados um a pH 3, e os restantes alcalinizados
a pH 8,5 e 11. O aparecimento de coloracdo vermelha em pH 3 indica a presenca de antocianinas e
antocianidinas e/ou chalconas e auronas; a mudanca de coloracéo para lilas em pH 8,5 indica a presenca
de antocianinas e antocianidinas; enquanto que para o pH 11 a mudanca de coloracao para azul purpura
indica a presenca de antocianinas e antocianidinas, para amarela indica a presenca de flavonas, flavondis
e xantonas, para vermelho-purpura indica a presenca de chalconas e auronas, e para vermelho-laranja

resulta em positivo para flavanondis.

4.4.10 - Determinacao do teor de fendis

A quantificacdo de polifendis totais das amostras foi mensurada de acordo com a metodologia
descrita por Kim et al. (2003), com adaptacfes. O teste consistiu na utilizacdo de acido galico como
padrdo em diferentes concentraces (200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
pg/mL, 5 ug/mL, 0 ug/mL) de modo a se obter uma curva de calibracdo para a conversdo dos resultados.
Para tal, uma aliquota de 100 pl de extrato (1 mg/mL) foi diluida em 900 pL de dgua destilada (somente
agua foi utilizada na producéo do branco). Posteriormente foram adicionados 100 pL do reagente Folin
— Ciocalteau e agitados vigorosamente. Apds 5 minutos de reacdo foi adicionado 1 mL de Na,COs
(7,5%) sendo a solucéo diluida com &gua destilada para o volume final de 2,5 mL (400 pL de agua).
Apo6s 90 minutos de reacdo ao abrigo de luz, as amostras foram lidas com o auxilio de UV-Vis no
comprimento de onda de 750 nm para a verificagdo da absorbancia.

A curva de calibragdo produzida com as diferentes concentracbes do padrdo foi utilizada para
mensuracdo da quantidade de fenolicos totais das amostras a serem testadas, sendo os resultados

expressos em mg acido galico/g de amostra vegetal.

4.4.11 - Determinacéo do teor flavonoides

A determinacé&o do teor de flavonoides totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Kumaran (1997). Uma aliquota de 100 pL de extrato (Img/mL) foi colocada em um tubo de ensaio
e em seguida foram adicionados 100 pL de cloreto de aluminio (AICls; 200 mg/mL) e uma gota de &cido
acético. Posteriormente, a solugdo foi diluida em etanol (2,3 mL) e acondicionada ao abrigo de luz por

40 minutos para a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 450 nm. Uma solugdo com 100
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pL de extrato, uma gota de &cido acético e 2,4 mL de etanol foi utilizada como branco. A curva de
calibrag&o foi realizada para a mensuracéo do teor de flavonoides das amostras utilizando como padréo
a quercertina em diferentes concentragdes (10, 30, 50, 70 e 100 ug.mL™) para obtencio da equagio da
reta.
4.4.12 - Determinacao do teor de aglcares

Para determinacéo de agUcares totais das amostras foi utilizada metodologia descrita por
Masuko et al. (2005) com algumas modificagdes. Em um tubo de ensaio foram adicionados 500 pl de
extrato, 1,5 mL de 4&cido sulfarico concentrado (H»SO.) e 300 pl de fenol & 5% e agitados
cuidadosamente. Posteriormente, a solugdo foi colocada em banho-maria a 90°C durante 5 minutos e
imersa em seguida em banho de gelo por 5 minutos. As absorbancias das amostras foram lidas no
comprimento de onda de 490 nm e a concentracdo de agUcares totais mensuradas com o auxilio de curva
de calibragéo utilizando como padréo glucose (10; 20; 30; 40; 50; 60; 80; e 100 ug.mL™).

4.4.13 - Indice de saponificacdo

Na determinacdo do indice de saponificacdo foi utilizada metodologia descrita pela
Farmacopeia Brasileira (2010) com algumas adaptacGes. Pesou-se 100 mg de cada amostra em
erlenmeyers de 100 ml. Foram adicionados 5 mL de solucéo alcodlica de KHO 0,1 N, 5 mL de solucdo
de tolueno/etanol 95 % (2:1) neutralizada previamente com solugéo alcotlica de KHO 0,1 N e 3 gotas
de fenolftaleina. O erlenmayer foi adaptado em um condensador vertical de refluxo e submetido a
aquecimento por 90 minutos. Apds o periodo em aquecimento a solugéo foi titulada com acido cloridrico
0,1 N até o desaparecimento da coloracdo résea. A titulagdo em branco foi realizada em condi¢des
idénticas, porém, sem a presenca dos extratos a serem analisados. A diferenca entre a quantidade de
acido cloridrico gasta nas duas titulacdes (da amostra e do branco) € equivalente a quantidade de KHO

gasto na saponificacdo. O indice de saponificacdo de cada extrato foi calculado a partir da seguinte

equacéo:
Vy,—V,).N. 561
IS = ( b a)
m
Onde:
IS: valor numérico do indice de saponificagdo. Expresso em miligrama de hidréxido de potassio (mg
KOH)

Va2 Quantidade em mL de &cido cloridrico necessario para a mudanga de coloragdo (neutraliza¢do) na
titulacdo dos extratos;

Vb: Quantidade em mL de &cido cloridrico necessério para a mudanca de coloragdo (neutralizagéo) na
titulacdo em branco;

N: valor numérico da normalidade exata da solucéo de acido cloridrico, expresso em normal (N);

m: massa em gramas dos extratos analisados.
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4.4.14 - Perfil cromatogréfico

Os perfis cromatograficos dos extratos foram obtidos utilizando um cromatografo liquido de
alta eficiéncia (CLAE, Shimatzu, Tokio — Japdo) composto de sistema com duas bombas LC-6AD,
forno, degaizeificador, detector UV-vis, injetor automatico e um controlador. A cromatografia foi
realizada utilizando uma coluna C18 Phenomenex Luna 4,6 x 150 mm, em condi¢des de 30°C de
temperatura controlada, com detector configurado para leitura no comprimento de onda (\) de 280 nm,
vazdo de 0,3 mL.min? e injecdo automatica de 5 pL de amostra. As amostras foram dissolvidas
previamente em metanol (3 mg.mL™). A fase mdvel foi composta por agua ultra pura (bomba A) e
acetonitrila (bomba B; ACN) com suas propor¢des variando ao decorrer do tempo. De 0,01 a 5 minutos:
95% de A e 5% de B; de 5 & 10 minutos: 85% de A e 15% de B; de 10 a 15 minutos: 70% de A e 30%
de B; de 16 a 26 minutos: 30% de A e 70% de B; de 27 a 37 minutos: 2% de A e 98% de B; de 37 a 41
minutos: 95% de A e 5% de B. O comprimento de onda configurado para leitura no detector (280 nm)

foi fixado mediante a prévia analise dos extratos em espectrofotdmetro de UV-vis.
45  Bioensaio com formigas cortadeiras (Atta sexdens)

4.5.1 - Origem das formigas a serem utilizadas no experimento

Para a execucdo do trabalho foram utilizadas operéarias forrageadoras de Atta sexdens, com
massa corpérea variando de 13 a 25 mg. As formigas foram obtidas de formigueiros mantido em
laborat6rio no Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP (Rio Claro — SP). Para manutenc¢do dos
formigueiros, sdo oferecidos diariamente folhas de Eucaliptus sp., flocos de aveias e, ocasionalmente,
outras plantas palataveis para as sadvas, como Hibiscus sp., Ligustrum sp., folhas e pétalas de roseiras
(Figura 9).

Figura 9 - Vista geral do formigueiro de Atta sexdens mantido no laborat6rio do Centro de Estudo de Insetos
Sociais (CEIS) — UNESP.

Fonte: Larissa Matunaga (2020)
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4.5.2 - Dieta artificial para a manutencdo das operarias

As formigas foram mantidas isoladas do formigueiro em placas de petri ou potes, isto é, na
auséncia do fungo simbionte, mediante a alimentacdo por dietas solidas artificiais. As dietas foram
compostas de 5 g de glicose, 1g de peptona bacterioldgica, 0,1 g de extrato de levedura e 1,5 g de agar
bacterioldgico, dissolvidas em 100 mL de &gua destilada e misturadas, levadas ao micro-ondas para
solubilizacdo e homogeneizacdo e, em seguida, autoclavadas a 120°C e 1 atm por 15 minutos. Apos esse
periodo, as mesmas foram vertidas em placa de Petri de 10 cm de didametro, esterilizadas em estufa a
180° C e, ap6s o resfriamento e a solidificacdo, envolvidas por filme PVC para acondicionamento e
conservacdo em geladeira, para utilizacdo nos dias subsequentes dos bioensaios (BUENO et al., 1997)

Os extratos hidroetandlicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia foram filtrados e
incorporados na dieta artificial das formigas operarias na concentracdo de 0,1%, 1% e 2%. Os
tratamentos controles consistiram na disposi¢do para as formigas de apenas a dieta artificial, e da adi¢do
do solvente utilizado na dissolugdo dos extratos (metanol) na dieta artificial, para que seja possivel
verificar a influéncia destes na mortalidade das operarias.

45.3 - Bioensaio por ingestdo para determinacdo da toxicidade dos extratos
hidroetandlicos de Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A execucdo do bioensaio foi realizada em laborat6rio no Centro de Estudos de Insetos sociais
(UNESP - Rio Claro — SP).

Em todos os bioensaios as formigas foram retiradas dos formigueiros com auxilio de pinca
entomoldgica e distribuidas em lotes de 50 operarias para cada concentragdo e extrato testado, divididas
em grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri de 10 cm de didmetro forradas com papel
filtro (Figura 8). Essas placas foram colocadas em estufa para B.O.D com temperatura de 24°C £ 1°C e
umidade relativa acima de 70%. Os bioensaios foram examinados diariamente, para a retirada e anotacédo
do namero de formigas mortas, durante um periodo de 11 dias.

Figura 10 - Operarias de Atta sexdens submetidas ao tratamento com os extratos analisados incorporados
na dieta artificial.

Fonte: Larissa Matunaga (2020)
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A dieta para manutencdo das formigas (controle) ou a dieta com 0s extratos incorporados
(tratamentos), foram colocadas em papel aluminio na quantidade aproximada de 0.4 a 0.5g/placa. A
cada 24 horas a dieta foi renovada e sempre que necessario, os papéis filtro (que geralmente sdo cortados
pelas formigas) foram trocados, a fim de se evitar o desenvolvimento de fungos contaminantes bem
como manter o ambiente limpo para as formigas.

A dieta com os respetivos tratamentos foram oferecidas nos 11 dias de experimento, sendo este
o periodo de realizacdo dos experimentos de toxicidade devido ao fato de que este € 0 nimero maximo
de dias em que as formigas cortadeiras sobrevivem mantidas com dieta artificial isoladas de seu
formigueiro (BUENO et. al, 1997).

Os dados do bioensaio foram avaliados por meio de curvas de sobrevivéncia, utilizando a
porcentagem de formigas vivas por dia, nas 5 placas de Petri (levando em conta cada tratamento). O
teste ndo paramétrico “log-rank™ foi utilizado para comparar as curvas de sobrevivéncia obtidas em
todos os tratamentos, levando em consideracdo suas respectivas medianas, utilizando o software Graph-
Pad Prism (verséo 3.0).

4.6 Determinacdo da atividade antibacteriana — concentracéo inibitéria minima
(CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos extratos aquosos e hidroetanolicos
de Mimosa caesalpiniifolia e Anacardium occidentale

Para a realizagdo da determinacdo da atividade antibacteriana por meio da concentracdo
inibitdria minima, os extratos foram previamente preparados. Nesse caso, foram pesados 2 mg de extrato
seco e dissolvidos em 1 mL de solvente (4gua para os extratos aquosos e solucdo a 10% de DMSO para
0s extratos hidroetandélicos). A determinacgdo da CIM foi realizada de acordo com a metodologia descrita
pela CLSI (2012). O teste consistiu na exposi¢do das bactérias a uma diluicdo seriada de razdo 2,
variando a concentragéo de 1000 pg.mL™ & 3,9 pg.mL™.

Foram utilizadas no presente experimento somente bactérias Gram-positivas devido a baixa
atividade reportada na literatura dos extratos testados em bactérias Gram-negativas. As espécies
bacterianas utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212
e Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Uma placa de 96 pocos foi delineada de modo que fosse possivel testar os extratos frente a cada
uma das bactérias a serem testadas, incluindo o controle de crescimento da bactéria, a esterilidade da
substancia e do meio de cultura. O teste foi realizado em triplicata, utilizando uma placa para cada
bactéria. Foram adicionados 100 pL de caldo de Mueller-Hinton em todos o0s pocos e em seguida foram
adicionados 100 pL do extrato nos pocos localizados na parte superior da placa e retirada imediatamente
uma aliquota de 100 pL e transferidas para os pocos da linha de baixo. Esse procedimento foi realizado
até a chegada na linha da concentragdo minima do teste e os 100 pL finais descartados. No controle de
crescimento da bactéria os pogos ficaram sem a presenca do extrato, nos pogos da esterilidade da

substancia ficaram sem a adicéo das bactérias, enquanto que nos pocos da esterilidade do meio s foram
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adicionados o meio de cultura. O crescimento bacteriano foi confirmado pela verificagéo da turbidez da
solucdo apos as placas serem incubadas por 24 horas em temperatura de 37°C.

A partir dos pogos nos quais ndo houve crescimento bacteriano visivel no teste de CIM, foram
coletados 10 uL e inoculados na superficie de placas de petri contendo dgar Mueller-Hinton. As placas
foram incubadas a 37°C e, apds 24 horas, foi definida a CBM como a menor concentragdo dos extratos
em estudos capazes de causar a morte dos indculos.

4.7 Determinacdo da citotoxicidade dos extratos aquosos e hidroetanolicos de
Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth. em células VERO.

4.7.1 - Células utilizadas

Para 0s ensaios de citotoxicidade, foram utilizadas células da linhagem VERO mantidas no
LADIC/UFDPar. As células foram cultivadas em frascos de cultura contendo meio DMEN
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos penicilina (100 U.mL™) e
estreptomicina (100 pug.mL™) a 37°C e 5% de CO2.

4.7.2 - Teste de citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram cultivadas em placa de 96 pogos contendo
100 puL de meio DMEN suplementado na quantidade de 1 x 105 células por pogo. Essas células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 4 horas para adesao celular. Apds esse tempo, foram feitas
duas lavagens com meio DMEN previamente aquecido a 37°C para retirada das células que néo
aderiram. Posteriormente, foram adicionados 100 uL de DMEN suplementado contendo as solugdes-
estoque dos extratos, em duplicata, nas concentracdes seriadas de 400 a 50 ug. mL™ e incubados a 37°C
e 5% de CO2 por 48 h. Ao final desse periodo, foram adicionados 10 pL de MTT atingindo a
concentracdo de 5 mg.mL™ e incubados por mais 4 horas. Em seguida o sobrenadante foi descartado e
foi adicionado 100 pL de DMSO em todos os pocos. Ao final do processo, a placa foi colocada sob
agitacdo por cerca de 30 min em agitador de Kline para dissolugdo completa do formazan. Por Gltimo,
foi realizada a leitura da absorbancia a 550 nm em leitora de placa (RODRIGUES et al., 2015). Os
resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular, sendo o grupo controle realizado

com meio DMEN completo a 0,5% de DMSO, considerado como 100% de viabilidade das células.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

55 Caracterizacao fitoquimica dos extratos aquosos e hidroetanoélicos de
Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

5.1.2 - Rendimento dos extratos aquosos e hidroetanolicos de Anacardium
occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A utilizacdo do célculo do rendimento de extratos é fundamental no cultivo e colheita de plantas,
visto que, implicara diretamente na massa fresca necessaria para se obter determinado teor de extrato,
com reducdo das estimativas de custo e menor perda da cadeia produtiva de plantas (RODRIGUES et
al., 2011). De modo geral, por meio da analise de rendimento dos extratos (tabela 1) pode-se observar
que os extratos hidroetandlicos de ambas as espécies foram superiores aos obtidos por meio de extracdes
aquosas. Ja na comparacdo entre as espécies verifica-se que os extratos obtidos do caju sdo pouco
superiores, independentemente do tipo de solucdo extratora utilizada. Ribeiro (2016), ao trabalhar com
A. occidentale obteve resultados semelhantes ao presente trabalho, enfatizando que o solvente utilizado

é um fator determinante no rendimento dos extratos.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos aquosos e hidroetanélicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth.

EXTRATOS Massa (g) Rendimento (%)
Extrato aquoso de caju 3,599 8,99
Extrato hidroetandlico de caju 5,812 14,53
Extrato aquoso de sabia 2,673 6,68
Extrato hidroetanolico sabia 5,594 13,98

Fonte: Autoria propria (2020)

5.1.3 - Triagem fitoquimica qualitativa dos extratos

A prospeccéo fitoquimica configura-se como uma etapa primordial do estudo dos metabolitos
secundarios, pois tem a finalidade de elucidar e caracterizar a estrutura quimica, para verificar suas
propriedades bioldgicas, uma vez que, a investigacdo dos compostos presentes é essencial na orientagdo
das etapas de producdo e uso das moléculas bioativas vegetais (SOARES et al., 2016).

A caracterizagdo fitoquimica dos extratos hidroetandlicos e aquosos de cajueiro e sabia foram
realizadas detectando as principais classes de metabdlitos secundarios por meio de reagdes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado, caracteristico para cada classe de
substancias (GONCALVES et al., 2016).

Os resultados da triagem fitoquimica dos extratos aquosos e hidroetandlicos de ambas as

espécies estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2 - Triagem fitoquimica dos extratos aquosos e hidroetandlicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia

Benth
Extratos Foliares
Espécies
FT SP ET ALC AR AO AQ PS Flav

Extrato Flavonag
AQuOs0 * * - + _ + _ _ | Flavonois
| Xantonas

Anacardium

occidentale
Extrato Flavonas,
+ + - + _ + _ _ | Flavonois
HE Xantonas
Extrato Flavonag
Agu0Ss0 * * - + _ + _ _ | Flavonois
) Xantonas
Mimosa

caesalpiniifolia
Extrato Flavonas,
+ + + + + + _ _ | Flavonois
HE Xantonas

O sinal (+) indica presenga e (-) indica auséncia do constituinte quimico; Onde: HE: hidroetandlico; FT: fendis e taninos; SP:
saponinas; ET: esteroides e triterpenos; ALC: alcaloides; AR: agUcar redutor; AO: &cidos organicos; AQ: antraquinonas; PS:
polissacarideos; Flav: flavonoides.

Fonte: Autoria propria (2020)

Com base nos resultados descritos, pode-se observar a presenca de diversas classes de
compostos secundarios em ambas espécies, levando em consideragdo as extragdes aquosas e
hidroetandlicas.

Para A. occidentale L., tanto o extrato aquoso quanto o hidroetanélico foram responsaveis por
extrair as mesmas classes de compostos secundarios, ndo havendo diferenga entre 0os mesmos. Foi
verificado a presenca de saponinas, fenois, taninos, alcaloides, acidos orgéanicos e flavonoides,
corroborando com os resultados obtidos por Ribeiro (2016), que trabalhando com a mesma espécie,
observou por meio de analise fitoquimica a presenga dos mesmos componentes. Konan (2006), também
trabalhando com A. occidentale L., também verificou a presenga de compostos fendlicos, flavonoides,
taninos e saponinas.

O perfil fitoquimico obtido a partir de M. caesalpiniifolia Benth. também foi verificado. Houve

diferenca da capacidade extratora dos dois solventes utilizados. A anélise demonstrou que o extrato
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hidroetandlico apresentou 0s mesmos constituintes presentes no extrato aquoso, entretanto, foi
verificado a presenca de esteroides, triterpenos e acucar redutor em sua constituicdo, fato ndo observado
nos extratos aquosos. Cavalcante et al., (2006) e Silva et al., (2012) verificaram em seus respectivos
trabalhos a presenca de taninos, triterpenos e flavonoides em M. caesalpiniifolia Benth., corroborando
com os resultados encontrados no presente trabalho, entretanto, no presente estudo, foi identificado a
presenca de alcaloides, saponinas e esteroides, fato ndo observado nos trabalhos mencionados.

5.1.4 - Anélise quimica quantitativa dos extratos aquosos e hidroetanélicos de Anacardium
occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A necessidade de se quantificar os metabdlitos secundarios detectados/isolados segue sendo um
dos maiores problemas recorrentes no estudo quimico de espécies vegetais, uma vez que, para que se
possa estabelecer uma possivel relacdo entre a composicao quimica e a atividade biol6gica observada,
apenas 0 conhecimento qualitativo do perfil quimico ndo é o suficiente (RODRIGUES, 2007). Dessa
forma, no presente trabalho, foi realizada a quantificacdo de algumas classes de metabdlitos secundarios
presentes nos extratos, tendo em vista a confirmacdo de sua existéncia de acordo com a triagem
fitoquimica preliminar.

Os resultados da quantificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos estdo
dispostos na tabela 3.

Na quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi possivel verificar que, de modo geral, a
superioridade dos extratos hidroetandlicos sobre 0s extratos aquosos para ambas as espécies. Esse fato
pode ser explicado pela diferenca de polaridade existente entre as duas solucgdes extratoras, pois de
acordo com Freire et al. (2013), a polaridade do solvente é o fator de maior importancia na extracdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos totais, ja que esses compostos por serem quimicamente distintos,
apresentam polaridade diferenciada entre eles.

O extrato hidroetandlico obtido da M. caesalpiniifolia Benth. foi o que demonstrou uma maior
quantidade de fendlicos totais com 59,1 mg de EAG. g™ de extrato (5,9 %), diferindo-se estatisticamente
dos demais. Silva et al. (2012), trabalhando com a quantificacdo de compostos secundarios da mesma
espécie com extragdes etandlicas de folhas, obteve 651,9 mg de EAG. g™* de extrato, valor muito superior
ao encontrado no presente trabalho.

J& para o extrato hidroetanolico de A. occidentale L., foi verificado a presenca de 51,8 mg de
EAG. g* de extrato (5,2 %), resultados superiores aos obtidos por Ribeiro (2016) e Baptista (2018), que
em seus estudos encontraram valores de 28,7 e 2,32 mg de EAG. g™ de extrato, respectivamente.

Nos resultados analisados, as diferencas encontradas no presente trabalho com relagdo aos
verificados na literatura deve-se principalmente & sazonalidade, bem como as condi¢des edafoclimaticas
distintas, ja que, de acordo com Gobbo Neto et al. (2007), os metabolitos secundarios representam uma

interface quimica entre as plantas e 0 ambiente circundante.
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Tabela 3 - Quantificagdo de fendis, flavonoides, aglcares e saponinas nos extratos aquosos e hidroetandlicos de Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia

Benth.

Fenais totais

Flavonoides totais

AcUcares totais

Saponificacao

mg de ) Porcentagem mg del Porcentagem mg del Porcentagem mg de . Porcentagem
EAG. g (%) EQ.g (%) EG.g (%) KOH. g (%)
de amostra de amostra de amostra de amostra
0,048339 0,005 0,012218 0,001 0,543237 0,0054 233,4067 23,3407
Extrato aquoso + + + + + * + +
.. 21714 1 A 1 A 1 A
de cajueiro 0,00 0,000 0,00001 0,0000 0,000434 0,0000 5,4870 0,5487
0,032855 0,004 0,012205 0,001 0,542431 0,0054 243,3107 24,3311
Extrato aquoso t t * t * * + +
., 0,011438" 0,001 0,00001* 0,00001 0,000672* 0,00001 3,3806" 0,3381
de sabia
51,82557 5,1825 0,012234 0,001 0,543702 0,0054 233,5468 23,3547
Extrato hidroetandélico + + + + + + + +
.. B A 0,00001 A 0,00001 A
de cajueiro 0,681 0,0681 0,00001 ’ 0,000519 ) 4,0585 0,4058
59,14187 5,9142 0,012213 0,001 0,542747 0,0054 241,8918 24,1892
Extrato hidroetanélico + + + + + + + +
1,008321¢ 0,100832 0,00001* 0,00001 0,001095* 0,00001 0,3674* 0,0367

de sabia

Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Autoria propria (2020)
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Na quantificagdo de flavonoides totais foi verificado o baixo teor dessa classe de compostos em
todos o0s extratos analisados, sendo que nenhum dos extratos analisados mostraram-se diferentes
estatisticamente entre si, demonstrando que o teor de flavonoides ndo variou, independente da espécie
e da solucdo extratora utilizada. Na literatura cientifica também foram observados teores baixos de
flavonoides nos extratos das espécies aqui tratadas. Ribeiro (2016) e Baptista (2018) trabalhando com
\A. occidentale L. obtiveram teores de 2,80 e 0,34 mg de EQ. g™, valores pouco superiores aos obtidos
em nosso trabalho, porém, sem diferencas muito significativas. Thé et al. (2015) também verificou a
baixa concentracdo de flavonoides para M. caesalpiniifolia Benth., encontrando teor de 2,553 mg de
EQ. g™. Pode se inferir que a quantidade de flavonoides presentes nos extratos exerce importancia
insignificativa na composicdo dos fendlicos totais, sendo este composto em sua grande maioria
provavelmente por taninos e/ou outras classes de compostos fenolicos distintos.

Com relacdo ao teor de acUcares totais nas amostras foi verificado que em todos os extratos
testados houve baixa concentracdo dessa classe de moléculas, ndo diferindo estatisticamente entre si.
Resultados que de certa forma eram esperados, principalmente para os extratos hidroetanélicos, uma
vez que acgucares simples sdo pouco soltveis em alcool, e a medida que seu peso molecular aumenta a
solubilidade € ainda mais diminuida (ASQUIERI, 1995). Outro fato que deve ser levado em
consideracdo é que as folhas por serem considerados as principais fontes (6rgdo exportador de
fotoassimilados) das plantas, sdo responsaveis por disponibilizar compostos produzidos na fotossintese
(principalmente agUcares), para 6rgdos nao-fotossintéticos que ndo produzem produtos fotossintéticos
em quantidades suficientes para suas proprias necessidades de crescimento ou reserva (drenos; ex:
frutos, raizes, etc.), sendo portanto a translocacdo dos agucares da fonte para os drenos por meio dos
feixes vasculares a possivel explicacdo do baixo teor de acucares nas folhas (TAIZ; ZAIGER, 2014).

Por meio da verificacdo do teor saponinas foi possivel verificar que esse composto foi
responsavel por cerca de 25% da composicdo de todos extratos testados, evidenciando a alta
concentragao de saponinas em suas composi¢des. Nenhum extrato demonstrou superioridade em relacéo
ao outro, entretanto, foi possivel verificar que as médias obtidas dos extratos de sabia, foram levemente
superiores, mesmo ndo sendo suficientemente significantes para a diferenciacdo estatistica. As
saponinas sdo glicosideos de alta massa molecular e representam um conjunto de compostos que
apresentam um nucleo fundamental denominado aglicona ou sapogenina, sendo constituida de um
triterpeno ou esteroide, e covalentemente ligada a diferentes nimeros e tipos de unidade de aglcar, sendo
altamente sollveis em &gua, etanol e metanol (BITENCOURT, 2014; RODRIGUES et al., 2016),
justificando a boa extracdo desses compostos com os solventes utilizados no presente trabalho.

5.1.5 - Perfil cromatografico dos extratos aquosos e hidroetandlicos de Anacardium
occidentale e Mimosa caesalpiniifolia.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo fundamentada na migracdo

diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes, entre duas fases
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imisciveis, a fase mével e a fase estacionéria, sendo amplamente utilizada na caracteriza¢do quimica de
espécies vegetais para a identificacdo de compostos (DEGANI et al., 1998).

A figura 11 demonstra os picos majoritarios dos perfis cromatograficos de todos os extratos
analisados.

Figura 11 - perfis cromatogréficos dos extratos aquosos e hidroetanolicos de A. occidentale L. e M.
caesalpiniifolia Benth. Onde: EAS: extrato aquoso de sabia; EHS: extrato hidroetanolico de sabia; EAC: extrato
aquoso de cajueiro; EHC: extrato hidroetandlico de caju.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Pode se perceber através da visualizacdo dos perfis cromatogréaficos, variagdo existente entre 0s
extratos testados, levando em consideracéo tanto a espécie, quando a solucéo extratora utilizada. O EHC
foi 0 que demonstrou uma maior quantidade de picos em relagdo aos outros extratos analisados, tendo
sete picos majoritarios. De forma geral os extratos, mesmo apresentando quantidade de picos
majoritarios distintos, demonstram alguns picos em sua grande maioria, em um mesmo tempo de
retencdo, tendo variagdo principalmente em suas intensidades. O EHS foi responsével por demonstrar o
pico mais intenso dentre os extratos analisados, sendo este detectado em um tempo de retengdo de 22,5
minutos com uma intensidade de 220 mAU. Nas andlises qualitativas realizadas com auxilio de curvas
de calibracédo, foi demonstrado que o EHS obteve um maior teor de compostos fenolicos, sendo esse
fato amparado possivelmente por este apresentar o pico majoritario mais intenso dentre as outras
amostras.
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5.6 Avaliacéo do efeito dos extratos hidroetandlicos de Anacardium occidentale e
Mimosa caesalpiniifolia na mortalidade de Atta sexdens

Os resultados obtidos nos bioensaios por ingestdo dos extratos hidroetandlicos de A. occidentale
L. e M. caesalpiniifolia Benth. estdo dispostos na figura 12 que contém as curvas de sobrevivéncia e nas
tabelas 5 e 6, que possuem a porcentagem de mortalidade acumulada diéarias, seu respectivo valor
mediano (Md), que demonstra o dia no qual metade das formigas estavam mortas, bem como a
interpretagdo mediante a analise estatistica “log-rank”.

Por meio da figura 12, pode-se perceber que os extratos hidroetandlicos de A. occidentale L. e
M. caesalpiniifolia Benth. que as curvas de sobrevivéncias das formigas mediante aos tratamentos
apresentaram comportamento similares aos obtidos dos tratamentos controles com a dieta pura e
metanol, indicando que ambos os extratos ndo influenciaram na sobrevivéncia diaria das operarias de

formigas cortadeiras.

Figura 12 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo dos
extratos hidroetanolicos de A. occidentale L. (A) e M. caesalpiniifolia Benth. (B) em dieta artificial.
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Fonte: Autoria propria (2020)

Por meio das tabelas 4 e 5 foi possivel verificar que a incorporagdo dos extratos hidroetandlicos
de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth. nas concentracbes de 0,1%, 1% e 2%, néo

influenciaram na mortalidade das formigas cortadeiras, visto que, suas medianas ndo diferiram
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estatisticamente, por meio do teste “log rank™ (teste estatistico ndo paramétrico utilizado para a
comparacdo de medianas), das medianas obtidas dos testes controles, evidenciando que a utilizacdo dos

extratos ndo se mostraram efetivos no controle de formigas cortadeiras.

Tabela 4 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacdo do extrato hidroetandlico de A. occidentale L. em sua dieta artificial

% acumulada de mortalidade por dia Md*

Tratamento

1 2 3 6 8 10

Dieta pura 0 0 0 6 8 10 >1la
Metanol 0 0 0 0 0 2 >1la
2% 0 0 0 0 0 0 >1la
1% 0 0 0 0 0 2 >1la
0,1% 0 0 0 4 6 10 >1la

* Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05). Valores
com mediana acima de 11 dias indicam que durante os dias de execugéo do bioensaio ndo foi observado a mortalidade de
50% das operarias de Atta sexdens

Fonte: Autoria proépria (2020)

Tabela 5 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacdo do extrato hidroetanélico de M. caesalpiniifolia Benth. em sua dieta artificial.

% acumulada de mortalidade por dia Md*

Tratamento

1 2 3 6 8 10

Dieta pura 0 2 8 12 14 22 >1la
Metanol 0 2 2 10 10 12 >1la
2% 0 0 0 2 10 24 >1la
1% 0 0 0 8 16 26 >1la
0,1% 0 0 0 4 8 16 >1la

* Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05). Valores
com mediana acima de 11 dias indicam que durante os dias de execucéo do bioensaio néo foi observado a mortalidade de
50% das operarias de Atta sexdens

Fonte: Autoria prépria (2020)

Varios trabalhos na literatura destacam a importancia da utilizacdo de espécies vegetais no
controle desses insetos, visto que, as plantas desenvolvem defesas quimicas contra a herbivoria, criando
uma complexa inter-relagdo entre ambos, aumentando o interesse na analise de seus constituintes
quimicos e seus efeitos sobre formigas cortadeiras (FREITAS, 2010).

Em trabalho desenvolvido por Silva et al. (2019), utilizando extratos de etandlicos e

hidroetandlicos do pseudocaule de Musa acuminata constatou que a aplicagdo tdpica dos extratos
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ocasionou mortalidade de operéarias de Atta sexdens rubropilosa, com resultados superiores obtidos pelo
extrato hidroetandlico.

Freitas (2010), testando a toxicidade de Rauia sp. demonstrou sua alta atividade em Atta sexdens
rubropilosa. O teste foi realizado com extratos obtidos a partir das folhas e do caule, utilizando soluctes
extratoras de polaridade decrescente, de modo a obter fragBes distintas. Os resultados reportados pela
autora demonstraram que houve uma maior mortalidade de operarias de formiga cortadeira nas fracbes
extraidas com solventes menos polares, indicando que 0s compostos presentes em Rauia sp.
responsaveis pela atividade formicida possuem baixa polaridade.

Na caracterizagdo fitoquimica dos extratos testados no presente trabalho foram identificadas
classes importantes de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, que as utilizam de forma a
combater a herbivoria promovida pelos insetos, como por exemplo: terpenos, alcaloides, saponinas e
compostos fendlicos, justificando a realizacdo dos testes formicidas para a verificacdo da possivel
mortalidade, fato ndo observado.

E importante destacar que além do teste de ingestdo, realizado no presente trabalho, ha outros
métodos que sdo utilizados na verificagdo da atividade formicida de extratos e substancias obtidas de
espécies vegetais, e que a partir deles, poderiam obter-se resultados positivos utilizando os extratos do
presente utilizando outras metodologias. Rocha et al. (2018) para a verificacdo da mortalidade de A.
opaciceps, A. sexdens e A. sexdens rubropilosa utilizou método baseado na exposicao a fumigacdo das
formigas cortadeiras, obtendo resultados positivos. Freitas (2010), utilizou metodologia que consistia na
nebulizacdo dos extratos de Rauia sp. em panelas fungicas mantidas por A. sexdens, reduzindo a massa
fangica e demonstrando que o material testado possui potencial para controlar indiretamente as formigas
cortadeiras, visto que o foco foi diminuir a disponibilidade de seu alimento. J& Silva et al. (2019) utilizou
metodologia baseada na aplicacao tdpica de extratos de Musa acuminata, obtendo nesse caso resultados
positivos para o controle de formigas cortadeiras.

Algumas classes de compostos fendlicos possuem atividade pronunciada na mortalidade dos
insetos. Alguns flavonoides especificos sdo conhecidos agentes fagoinibidores, como por exemplo a
rutina (SILVA et al., 2016), e inibidores de crescimento (GAZZONI et al., 1997). De acordo com a
andlise fitoquimica qualitativa houve a presenca de flavonoides nos extratos testados, entretanto,
apresentaram teores baixos de acordo com o teste quantitativo realizado, sendo esse fato uma possivel
explicagdo da ineficiéncia dos extratos na mortalidade das formigas cortadeiras no bioensaio. Outra
importante classe de compostos fenélicos que possuem atividade comprovada na mortalidade de insetos
sdo as cumarinas. Esses compostos conseguem inibir a cadeia transportadora de elétrons e também
comprometem a capacidade de desintoxicagdo dos insetos, o que reduz, por exemplo, sua tolerancia a
xenobidticos (SOUZA et al., 2017).

Outro metabolito secundario encontrado nos extratos utilizados foram os alcaloides. Esses

compostos sdo acidos ndo-proteicos, classificados como toxicos qualitativos, pois seus efeitos séo
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observados mesmo em pequenas quantidades (CAVALCANTE et al., 2006). A caracterizagdo quimica
dos materiais comprovou a presenca dos compostos nas espécies, entretanto ndo se sabe o teor desses
compostos nos extratos utilizados, embora inferéncias sobre a influéncia da concentragéo na inatividade
inseticida seja complexa, visto que, s&0 compostos que possuem atividade em baixas concentragdes.

Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundarios que estdo diretamente relacionados com
métodos de defesa das plantas contra os insetos. Os limondides sdo compostos pertencentes ao grupo de
triterpenos que possuem considerdvel atividade tdxica, tendo como principal representante a
azadiractina, um limondide complexo obtido de Azadirachta indica, planta popularmente conhecida por
Neem (TAIZ; ZAIGER, 2014). Essa classe de compostos s6 esteve presente no EHS de acordo com a
analise fitoquimica quantitativa, entretanto o teor desse composto néo foi determinado em técnicas de
caracterizacdo fitoquimica, indicando que possivelmente essa classe de compostos esteja em baixas
concentragdes no extrato EHS, sendo esse fator responsavel pela ineficiéncia do extrato em diminuir a
sobrevivéncia das operéarias de formiga cortadeira.

Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundarios que estdo diretamente relacionados com
métodos de defesa das plantas contra os insetos. Os limondides sdo compostos pertencentes ao grupo de
triterpenos que possuem consideravel atividade tdxica, tendo como principal representante a
azadiractina, um limondide complexo obtido de Azadirachta indica, planta popularmente conhecida por
Neem (TAIZ; ZAIGER, 2014). Essa classe de compostos sO esteve presente no EHS de acordo com a
andlise fitoquimica quantitativa, entretanto o teor desse composto nao foi determinado em técnicas de
caracterizacdo fitoquimica, indicando que possivelmente essa classe de compostos esteja em baixas
concentragfes no extrato EHS, sendo esse fator responsavel pela ineficiéncia do extrato em diminuir a
sobrevivéncia das operdrias de formiga cortadeira.

Outra classe de metabolitos secundarios presentes nos extratos testados foram as saponinas, que
s&o compostos que possuem a presenca de elementos lipofilicos (esteroides ou triterpenos) e hidrofilicos
(agucares) na mesma molécula tendo, portanto, propriedades detergentes, formando espuma quando
misturada a agua. Esses compostos possuem a capacidade de formar complexos com os esteroides,
podendo interferir na absorcdo destes pelo sistema digestivo, além de que, podem interagir com
esteroides das membranas plasmaticas das células, causando mudanca de conformacao na estrutura e
consequente aumento da permeabilidade, o que permite a entrada de ions e &4gua para o interior das
células, resultando na ruptura da mesma (TAIZ; ZAIGER, 2014; SOUZA et al., 2016).
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5.7 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentragao
bactericida minima dos extratos aquosos e hidroetanolicos de Anacardium occidentale e
Mimosa caesalpiniifolia

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra, encontradas em diversos lugares
(pele, mucosas, tratos intestinais, etc.), sendo algumas consideradas benéficas e muitas outras
consideradas maléficas ao ser humano, devido as complicagbes a salde ocasionada pelas mesmas
(SANTOS, 2004).

As bactérias possuem um curto tempo de geragdo (minutos ou horas) podendo responder
rapidamente as mudancas do ambiente e, em consequéncia disso, ao passo que antibidticos sdo
introduzidos no ambiente, respondem tornando-se resistentes as drogas utilizadas, sendo essa
capacidade uma natural consequéncia da habilidade das populacbes bacterianas de se adaptarem
(SANTOS, 2004).

O isolamento de substancias ativas naturais provindas de plantas possuem importancia
consideravel e sua utilizacdo devido a suas atividades biol6gicas possuem inUmeras vantagens, pois
esses compostos podem ser administrados e/ou quantificados de forma reprodutivel e em doses exatas,
constituindo um beneficio do ponto de vista experimental e terapéutico, aumentando o leque de
possibilidades de compostos que tenham efeitos em infeccbes bacterianas, diminuindo
consideravelmente o processo de obtencédo de resisténcia (COLEGATE et al., 1993).

Os dados referentes a determinacdo da concentragdo inibitéria minima e concentracdo
bactericida minima estdo dispostas na tabela 4.

Tabela 6 - Concentracdo inibitoria minima (C1M) e concentracdo bactericida minima (CBM) dos extratos
aquosos e hidroetandlicos de A. occidentale L. e M. caesalpiniifolia Benth.

S. aureus E. faecalis L. monocytogenes
Extratos CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(ng.mL™) (ng.mL?) (ng.mL?) (ng.mL?) (ng.mL?) (hg.mL?)
EAC > 1000 > 1000 500 > 1000 > 1000 > 1000
EHC > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
EAS > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
EHS 250 > 1000 500 > 1000 125 > 1000

Fonte: Autoria propria (2020)

Os testes do presente trabalho demonstraram que o extrato aquoso de A. occidentale L. foi
responsavel por inibir o crescimento de Enterococcus faecalis em concentragdes acima de 500 pg.mL"
! ndo inibindo o crescimento das outras bactérias utilizadas. N&o foi verificado atividade antibacteriana
do extrato hidroetanolico de A. occidentale L. nas concentracGes testadas para nenhuma bactéria. Varios

trabalhos na literatura reportam a atividade do extrato hidroetandlico de A. occidentale L. em diversas
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cepas bacterianas, principalmente em S. aureus (GALVAO et al., 2017; SILVA et al., 2007), fato aqui
ndo observado. SILVA (2012), avaliando a atividade antibacteriana de extratos aquosos de A.
occidentale L. verificou a inibi¢do de crescimento de cepas de Enterococcus faecalis, utilizando método
de diluicdo em &gar, obtendo halo de inibicdo de 10 mm.

Tratando-se dos extratos de M. caesalpiniifolia Benth., foi possivel observar que o extrato
aquoso nao apresentou atividade antibacteriana para nenhuma das bactérias utilizadas, entretanto, seu
extrato hidroetandlico foi responsavel por inibir o crescimento de todas as bactérias testadas, sendo a L.
monocytogenes a mais sensivel a presenca do extrato, tendo efeito antibacteriano em concentracdes
acima de 125 pg.mL™. O EHS, para S. aureus obteve valores de inibicdo em concentragBes acima de
250 pg.mL?, resultado esse superior ao obtido por Silva et al. (2012) que utilizando uma frago
butandlica de M. caesalpiniifolia Benth. obteve valor de concentracéo inibitria minima de 500 pg.mL"
! ressaltando a superioridade dos resultados obtidos no presente trabalho.

Para E. faecalis, o EHS obteve valores de concentragio inibitéria minima de 500 pg.mL™. Khan
et al. (2011) trabalhando com extrato metandlico de M. rubicaulis, obteve valor de concentracdo
inibitéria minima de 1000 pg.mL™, valor inferior ao encontrado no presente estudo, utilizada para fins
de comparacao por pertencer a mesma familia da espécie tratada nessa discussao.

Como mencionado anteriormente, a L. monocytogenes foi a espécie bacteriana mais susceptivel
a presenca do extrato hidroetandlico de sabia, com seu crescimento inibido em concentracBes acima de
125 pg.mL™. Digrak et al. (1999) testando a atividade antibacteriana de extrato cloroférmico de Acacia
mollinissima, uma espécie pertencente a familia das Mimoséceas, utilizando método de difusdao em égar,
verificou a inibi¢do do crescimento da L. monocytogenes, apresentando halo de inibicdo de 31 mm.

Segundo Callou et al. (2012), ndo existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para
produtos naturais, tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibioticos,
enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibigdes inferiores. E
importante salientar que, a avaliacdo de um extrato bruto levando como base um antibi6tico considera-
se um tanto inoportuna, visto que em um extrato bruto geralmente ha a presenca uma grande variedade
de compostos que podem agir sinergicamente ou antagonicamente, levando em consideracdo suas
atividades bioldgicas.

Aligiannis et al. (2001), sugeriram uma classificacdo para materiais vegetais com base em seus
valores de CIM, sendo: forte inibicdo: CIM até 500 pug.mL™; moderada inibicdo: CIM de 600 a 1000
pg.mL?; fraca inibigdo: CIM acima de 1000 pg.mL™. Demonstrando que o EAC ocasionou forte
inibicdo na E. faecalis, ao passo que o EHS proporcionou forte inibi¢do para todas as cepas testadas.

O teste para a avaliacdo da concentracdo bactericida minima demonstrou que nenhum dos
extratos testados (EAC e EHS) obteve carater bactericida nas concentragdes testadas, visto que, quando

passado o periodo de incubacdo da placa contendo a inoculagdo da solugdo onde ndo houve o



54

crescimento bacteriano no teste de CIM, houve crescimento bacteriano aparente em meio de cultura,
indicando que os mesmos somente inibiram o crescimento bacteriano.

O melhor potencial de inibigdo de crescimento das cepas utilizadas foi obtido a partir da
utilizacdo do EHS. Este por sua vez, de acordo com as caracteriza¢fes fitoquimicas, apresentou um
maior teor de compostos fendlicos em comparagéo aos outros, sendo essa classe de moléculas reportada
rotineiramente na literatura por possuir vérias atividades bioldgicas, dentre elas, a atividade
antibacteriana. Sabendo que a quantidade encontrada flavonoides no EHS foi baixa, a atividade
antibacteriana promovida por esse extrato pode ser associada a presenca de outras classes de compostos
fendlicos, como por exemplo, os taninos.

Em um estudo realizado por Pereira et al. (2015), utilizando espécies vegetais aromaticas do
nordeste brasileiro, foi possivel comprovar a atividade antibacteriana de taninos isolados de Mimosa
tenuiflora e Mimosa arenosa, visto que, a atividade antibacteriana aumentava proporcionalmente em S.
aureus a medida que havia o0 aumento da concentracdo dos taninos isolados.

O mecanismo de acdo envolvido a inibicdo do crescimento bacteriano esta associado a formagéo
de complexos entre taninos e a parede celular fazendo com que ocorra a inibigdo do transporte de
nutrientes para a célula ocasionando a morte dessas (ALMEIDA, 2014). Essa classe de compostos possui
também a capacidade de inativar enzimas essenciais as bactérias, configurando-se com provaveis
mecanismos da ac¢do antimicrobiana (SANTOS et al., 2014).

5.8 - Avaliacéo da citotoxicidade dos extratos aquosos e hidroetandlicos de
Anacardium occidentale L. e Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Os testes de citotoxicidade sdo ensaios in vitro, utilizando em geral linhagens celulares
estabelecidas, verificando os padrbes de morfologia celular e possiveis alteracbes causadas pelo efeito
citotoxico de biomateriais. Os testes consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato
com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por diferentes
mecanismos, entre 0s quais a incorporagdo de corantes vitais ou a inibigdo da formagdo de col6nias
celulares (ROGERO et al., 2003).

Um dos métodos mais utilizados para a avali¢do da citotoxicidade (assim como proliferacéo
celular) é o ensaio colorimétrico baseado no sal de tetrazélio MTT (brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio]) para a avaliagdo da atividade oxidativa mitocondrial, muito utilizado no
rastreio e modulagdo da resisténcia aos medicamentos em casos clinicos individualizados, como em
tratamento de tumores para a verificagdo da concentragdo inibitoria de um antitumoral (MOYSES,
2016).

O teste consiste na entrada do MTT nas células através da membrana plasmaética e, em contato
com o superoxido produzido pela atividade mitocondrial, é oxidado ao MTT-formazan, que possui cor
purpura e insolivel em agua, sendo a oxidacdo do MTT proporcional & atividade mitocondrial e,
portanto, a viabilidade celular (MON(;AO et al., 2014).
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A determinagdo da citotoxicidade in vitro € uma pratica comum na avaliagdo bioldgica de
produtos provindos de plantas para a satde, e fundamental para a anélise da biocompatibilidade, sendo
que pela exposicdo de uma cultura celular a um determinado biomaterial de interesse, é possivel
caracterizar reacGes adversas de citotoxicidades resultantes (MASSON; LOMBELLO, 2016)

Os dados referentes aos resultados obtidos do teste de citotoxicidade utilizando células VERO
encontram-se dispostos na figura 13.

Figura 13 - Citotoxicidade dos extratos utilizando células VERO ap6s 48 horas de exposi¢cdo: A-EHC: Extrato
hidroetandlico de cajueiro (Anacardium occidentale L.); B — EHS: Extrato hidroetandlico de sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.); C — EAC: Extrato aquoso de cajueiro; D — EAS: Extrato aquoso de sabia.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

De acordo com os resultados pode-se observar que nenhum dos extratos testados apresentou
efeito na reducdo da viabilidade celular de linhagem VERO, indicando que nas concentragdes testadas,
0s compostos analisados ndo se mostraram citotdxicos no ensaio realizado.

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de infusGes de A. occidentale L., Alves (2011),
verificou que nas concentragdes de 1, 10, 100 e 200 ug.mL™, ndo foi observado efeito toxico em células
de neutréfilos humano. Aradjo (2013) analisando a citotoxicidade de taninos isolados de extratos brutos
etandlicos de A. occidentale L. verificaram que em nenhuma das concentragdes testadas ocasionaram a
hemolise significativa de grupos sanguineos humano. Esses resultados reportados corroboram com 0s
obtidos no presente trabalho para A. occidentale L.

Em trabalho realizado por Moncdo et al. (2014) foi verificada a citotoxicidade de extratos

etandlicos de M. caesalpiniifolia Benth. em Artemia salina e macr6fagos murinos. Os resultados
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reportam que o extrato etandlico de M. caesalpiniifolia Benth. ndo exibiu efeito toxicoldgico nos ensaios
realizados, corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.

Em geral, na medicina popular séo utilizados extratos vegetais, sem levar em consideragéo o
aspecto de toxicidade, fato que reforga a necessidade da realizacdo de ensaios que comprovem sua
seguridade de uso (ALVES, 2011).

Os resultados apresentados mostram-se promissores para a obtencdo de futuros produtos
biotecnoldgicos usando como base 0s extratos testados no presente trabalho, visto que, a verificacdo de

toxicidade comprovou a seguridade de seu uso.
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6 CONCLUSOES

Por meio da caracterizacédo fitoquimica qualitativa dos extratos foi possivel verificar a presenca
de varias classes importantes e de atividades biologicas importantes de acordo com dados da literatura.

A caracterizacdo quimica quantitativa demonstrou que todos 0s extratos apresentaram um alto
teor de saponinas, representando cerca de 25% da massa total do extrato. Com relagdo ao teor de
compostos fendlicos, foi verificado que os extrato hidroetandlicos de ambas as espécies foram superiores
aos extratos aquosos, sendo o EHS responsavel por apresentar a concentracdo de compostos fenolicos
mais alta dentre os outros analisados.

Nenhum dos extratos utilizados ocasionaram efeito na mortalidade de operarias de Atta sexdens,
nas condicdes testadas, indicando a necessidade de estudos futuros que elucidem os possiveis
empecilhos da ineficiéncia dos extratos utilizados, a realizacdo de extragdes com as mesmas espécies
utilizando solventes de menor polaridade, visto que outros compostos podem ser extraidos nessas
condi¢des, ou até mesmo, a utilizacdo de outras metodologias comumente utilizadas na verificacdo da
toxicidade de extratos e materiais provindos de espécies vegetais em formigas cortadeiras.

O EHS foi o extrato testado com maior atividade antibacteriana testado frente a cepas
bacterianas utilizadas, sendo a Listeria monocytogenes a mais sensivel a presenca do extrato, com
concentracéo inibitéria minima de 125 pg.mL™, considerada uma forte inibigéo;

Nenhum dos extratos utilizados mostraram-se toxicos para células VERO em um periodo de 48
horas, validando a utilizacdo desses compostos para a obtencdo de produtos biotecnolégicos com base
em sua seguridade e sua atividade antibacteriana, tratando-se primordialmente do extrato hidroetanélico
de Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A utilizacdo do extrato hidroetandlico de Mimosa caesalpiniifolia Benth. mostra-se promissora
como fonte para a obtencdo de novos produtos biotecnolégicos, devido principalmente a sua atividade
antibacteriana e sua biosseguridade. Entretanto, reforca-se a necessidade de estudos posteriores que
busquem a identificacéo e isolamento dos compostos associados a atividade antibacteriana na espécie

tratada, bem como a verificagdo dos mecanismos de acéo utilizados.
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