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RESUMO

Esse trabalho d& continuidade a um estudo que vem sendo desenvolvido ha alguns
anos pelo grupo Temadtico “Plantas toxicas, formigas cortadeiras e microrganismos
associados’. A pesquisa esta voltada para o estudo de plantas potencialmente téxicas para o
controle de formigas-cortadeiras, seja por agao direta sobre 0s insetos, seja por inibicdo de seu
fungo simbionte. Para tanto, extratos brutos, fragdes e substéncias puras foram incorporados
ao meio de cultura e o crescimento do fungo simbionte foi comparado com um controle. Os
mel hores resultados foram obtidos com os seguintes compostos : policetideos provenientes
do extrato diclorometanico de Cedrela fissilis (raiz), acidos palmitico e oleico provenientes
de uma fragdo do extrato hexanico (frutos) de Trichilia sp., furanocumarinas obtidas dos
extratos hexanico e diclorometanico (peciolo) de Conchocarpus longifolius, siringaldeido e
acido vanilico obtidos do extrato bruto diclorometanico (caule) de Pilocarpus grandiflorus,
dictamina, isopimpinelina e esquimianina obtidas do extrato metandlico (raiz) de
Adiscantus fusciflorus, xantoxiletina e a suberosina isoladas do extrato diclorometanico
(raiz) de Citrus limoneae. Extratos brutos hexanico e diclorometanico (galhos) da espécie
Protium heptaphyllum apresentaram um alto potencial de inibicdo, bem como algumas
fragOes resultantes, mas as substancias puras ativas ainda ndo foram isoladas.

A atividade dos extratos vegetais e seus derivados sobre outros microrganismos
também foi determinada. Os testes foram realizados pelo método de difusdo em &gar e pela
determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM). Embora a maioria dos extratos e/ou
derivados das plantas tenham inibido pelo menos um dos microrganismos testados, essa
inibicdo sempre foi fraca ou moderada e restrita apenas as bactérias Gram-positivas. Nesse
sentido, merecem destaque 0 acido palmitico, obtido de uma fracdo do extrato hexanico

(frutos) de Trichilia sp. e quatro furanocumarinas (3-metoxiangelicina, esfodina,



cianocumarina-D e pimpinelina) obtidas de fragbes dos extratos hexano e diclorometano

(peciolo) de C. longifolius.

Palavras-chave: Formigas-cortadeiras; fungo simbionte; extratos de plantas.



ABSTRACT

Thiswork is an ongoing study that has been continuing for some years, on the subject
“Toxic plants, leaf-cutting ants and associated microorganisms’. The research is on the effect
of potentially toxic plants (and its derivates) for the control of the leaf-cutting ants as a direct
action against the insect, or as an inhibitor of the symbiotic fungus. For this objective the
crude plant extract, fractions and pure substances were added to the medium cultures of the
symbiotic fungus and compared to a control. The best results were obtained with the
following compounds. polyketides present in dichloromethane extract of Cedrela fissilis
(roots), the palmitic and oleic acid isolated from a fraction of hexane extract (fruits) of
Trichilia sp., furanocoumarins obtained from hexane and dichloromethane (twigs) of
Conchocarpus longifolius, syringaldehyde and vanillic acid isolated from crude extract
dichloromethane (stem) of Pilocarpus grandiflorus, dictamine, isopimpinellin and
skimmianine obtained from methanol extract (roots) of Adiscanthus fusciflorus,
xanthoxyletin and suberosin isolated from dichloromethane extract (roots) of Citrus
limonea. Crude extract hexane and dichloromethane (branches) of the specie Protium
heptaphyllum presented a high potential of inhibition as well as some resulting fractions but
the active pure substances were still not isolated. The activity of vegetable extracts and their
derivates also was determined on other microorganisms. Tests were done by the disk diffusion
method and the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined for some pure
substances. Although the majoritary of the extracts and/or derivates of the plants had a
minimal inhibitory effect on the microorganisms tested, the level of inhibition was low to
moderate and was restricted almost exclusively to the Gram-positive bacteria. Therefore the
main compounds to be highlighted were palmitic acid, obtained from a fraction of hexane

extract (fruits) of Trichilia sp. and four furanocoumarins (3-methoxyangelicin, sphondin,



cyanucoumarin-D and pimpinellin) obtained from fractions of hexane and dichloromethane

(twigs) extracts of C. longifolius.

Keywords: Leaf-cutting ants; symbiotic fungus; plant extracts.
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Introducéo e Reviséo da literatura.
1.1 Asformigas-cortadeir as.

Asformigas representam uma das sociedades mais complexas da ordem Hymenoptera,
familia Formicidae e sua existéncia data de cerca de 100 milhdes de anos, desde o periodo
Cretéceo (WILSON, 1987). A maioria das espécies de formigas se aimentam de outros
insetos. A tribo Attini esta no 4pice da maior subfamilia (Myrmicinae) (WEBER, 1982), cujos
membros caracterizam-se por serem simbiontes obrigatérios de um fungo utilizado por eles
como alimento (WEBER, 1972). O fungo é cultivado no interior dos ninhos, nas chamadas
“panelas’ subterréneas ou jardins de fungo MARICONI, 1985) que podem ser um amplo
jardim (50 cm de didmetro) ou um nimero de peguenos jardins (25 a 30 cm) (WEBER, 1966),
conforme a espécie de formiga considerada.

Segundo Currie (2001), a tribo Attini abrange 12 géneros e cerca de 210 espécies. Os
géneros primitivos  Cyphomyrmex, Mycetophylax, Mycocepurus, Myrmicocrypta,

Apterostigma, Mycetosoritis e Mycetarotes utilizam fezes e carcagas de insetos ou matéria
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vegetal em decomposicdo como substrato para o fungo. O género Pseudoatta abrange
espécies parasitas e sdo destituidas de operérias. Os géneros Trachymyrmex, Sericomyrmex,
Acromyrmex (quenquéns) e Atta (salivas) pertencem ao grupo chamado Attini superiores.

Recentemente, Branddo e Mayhe-Nunes (2001) descreveram um novo género,
Mycetagroicus, 0 qual abrange trés novas espécies.

Somente as formigas do género Acromyrmex e Atta sdo conhecidas como cortadoras de
folhas, pois cultivam seu fungo predominantemente sobre fragmentos frescos de origem
vegetal (folhas e flores, principalmente) (WEBER, 1972; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).
Segundo Wilson (1980), Acromyrmex e Atta sdo também os géneros mais evoluidos,
apresentando polimorfismo e ninhos complexos. Vilda et al. (1987) relataram ainda a
presenca de castas distintas, ou sgja, divisdo de tarefas, na qual a rainha desempenha a funcéo
exclusiva de reproducdo, os soldados protegem o formigueiro, as operarias S8o responsaveis
pelo forrageamento e as jardineiras cuidam dos jardins de fungo.

Em certas épocas do ano (geralmente entre outubro e dezembro), os formigueiros adultos
produzem formas aladas e férteis (DELLA LUCIA; VILELLA, 1993). Durante o voo nupcial
(revoada), ocorre a fecundacdo das fémeas (popularmente conhecidas como icas) pelos
machos (conhecidos como bitus) (MARICONI, 1985).

Ao deixar o ninho parainiciar o véo nupcial, a rainha virgem leva uma pequena parte
do micélio do fungo simbionte na cavidade posterior a boca (cavidade infrabucal) para com
eleiniciar um novo jardim de fungo no futuro formigueiro (MARICONI, 1985).

Ao iniciar a nova colbnia, esta pequena porcéo de fungo recebe muita atencdo, sendo
“lambido” e “adubado” com goticulas fecais. No quarto ou quinto dia, ja se notam filamentos
na cultura do fungo sobre a qual, iniciada a postura, séo depositados os ovos, que em 45-60
dias dardo arigem a diferentes castas de formigas operarias (MARICONI, 1985). Quando o

fungo esta desenvolvido, as jardineiras continuamente retiram pedacos, 0s quais sao utilizados
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para a aimentacdo, principamente das larvas. Pelo trabalho continuo das forrageadoras, o
fungo tem sempre substéncia com que se renovar e expandir. Por outro lado, a matéria vegetal
esgotada pelo fungo € retirada e conduzida as “panelas’ de lixo (onde sdo também
depositadas as formigas mortas) (MARICONI, 1985).

As formigas da tribo Attini ocorrem exclusivamente no continente Americano
(aproximadamente 40° Latitude Norte a 44° Latitude Sul), mas espécies economicamente
importantes (Atta) distribuem-se em faixas menores (WEBER, 1966), ndo havendo relatos de
sua ocorréncia no Chile e em algumas ilhas das Antilhas (MARICONI, 1970). Este género
possui col6nias que chegam a milhdes de operarias e podem viver mais de 10 anos (WEBER,
1966). Seu prejuizo a agricultura deve-se a derrubada das florestas naturais para as praticas de
monocultura (especiadmente de citros, cana de aclcar, café, cacau, entre outros) o que
acarretou um desequilibrio ecol 6gico proporcionando condicdes ideais para o estabel ecimento
e proliferacdo de colbnias das formigas cortadeiras (CRUZ; BATISTA FILHO, 1993). Das
quinze espécies de Atta existentes, ocorrem no Brasil (HOLLDOBLER ; WILSON, 1990): A.
bisphaerica, A. capiguara, A. cephalotes, A. goiana, A. laevigata, A. opaciceps, A. robusta, A.
silvae, A. vollenweideri e A. sexdens (representada pelas subespécies A.sexdens rubropilosa,
A. sexdens piriventris e A. sexdens sexdens). A distribuicdo geografica abrange todo o
territério nacional, exceto Fernando de Noronha (MARICONI, 1970, 1976; DELLA
LUCIA;VILELLA, 1993). A espécie mais conhecida e economicamente mais importante da
América do Sul € Atta sexdens, causando maiores prejuizos alavoura (GONCALVES, 1942).
Particularmente, a espécie A. sexdens rubropilosa, conhecida como "saliva limao", ocorre nos
estados de Séo Paulo, sul e centro de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, sul do
Mato Grosso, sul de Goias e norte e oeste do Parana (DELLA LUCIA; VILELLA, 1993).
Devido a dificuldade do seu controle, caracteriza-se como uma das pragas que mais danos

causam a agriculturanacional (MARICONI, 1985).
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1.2. O fungo simbionte.

A grande maioria dos fungos cultivados pelas formigas da tribo Attini pertencem a
dois géneros, Leucocoprinus e Leucoagaricus (tribo Leucocoprinae, Familia Lepiotaceae
(MUELLER et d., 1998), com excecdo do género Apterostigma, a qual cultiva um fungo da
familia Tricholomataceae (CHAPELA et al., 1994).

Trabalhos recentes envolvendo formigas cultivadoras de fungo, concluiram que sua
evolucdo é muito mais abrangente do que se esperava, sendo que, em algumas espécies de
Attini inferiores, a transmissdo do fungo simbionte ndo ocorre apenas por “transmissdo
vertical” mas também por “transmissdo lateral” (entre espécies) (MUELLER et al, 1998;
MUELLER et al., 2001; GREEN et a., 2002).

O fungo foi visto pela primeira vez em seu estado perfeito por Mdller (1893), em
ninho de Acromyrmex disciger Mayr., sendo classificado como Basidiomiceto e denominado
Rozites gongylophora. Weber (1957) reclassificou-o em outro género, Lepiota, analisando
material de ninhos de Cyphomyrmex costatus Mayr. Heim (1957) relacionou-0 a
Leucocoprinus e Leucoagaricus e Weber (1979) denominou-o Leucocoprinus gongylophorus,
fato confirmado por Bononi et al. (1981).

Uma das dificuldades na identificagdo do fungo simbionte se deve ao fato de que a
fase sexuada ndo é muito comum de ocorrer, pois as formigas limitam o seu desenvolvimento
a uma fase vegetativa (BONONI et al, 1981) resultando na auséncia das estruturas de
frutificacdo, dificultando sua taxonomia. No entanto, alguns casos ja foram observados
(BONONI et a, 1981; MUCHOVEJ et d. 1991, CRUZ; BATISTA-FILHO, 1993
PAGNOCCA et a, 2001).

Apb6s andlises das descricdes morfoldgicas de basidiomas fungicos redlizadas
anteriormente, Singer (1986) renomeou o fungo das formigas Attini como Leucoagaricus

gongylophorus, denominagdo bastante aceita atualmente. Como todas essas descrigdes foram
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baseadas em aspectos morfol6gicos e muitas vezes em ninhos mortos ou em processo de
regressdo, a suspeita de que tais estruturas poderiam pertencer a contaminantes nunca foi
completamente descartada. Entretanto, Pagnocca et al. (2001), descreveram a ocorréncia da
fase sexuada do fungo em um ninho natural de Acromyrmex fallax Santschi comprovando
pela primeira vez, através de técnicas moleculares (RAPD), tratar-se do Leucoagaricus
gongylophorus e n&o de um eventual contaminante.

O fungo produz estruturas especializadas chamadas gongilideos, que sdo um
entumescimento da porcao termina das hifas, ricos em lipideos e carboidratos (QUINLAN;
CHERRET, 1979) e que sdo fornecidos diretamente na boca das larvas pelas operérias que as
alimentam.

1.3. Simbiose.

Mutualismo é definido como uma interacdo benéfica reciproca entre diferentes
organismos. No caso dos insetos, € estimado que 15 a 20% vivem em simbiose com
microrganismos (BUCHNER, 1965 apud BORSAUX-EUDE; GROSS, 2000).

A associacdo formiga-fungo é muito antiga, datando de 45 - 60 milhdes de anos atras
(MUELLER et a., 2001), mas até hoje ndo esta totalmente desvendada. Para alguns autores, o
fungo serve como principal fonte de alimento das operéarias adultas bem como as larvas
(WEBER, 1966; ANGELI-PAPA, 1984), sendo que as adultas preferem o estéfilo (conjunto
de gongilideos), ao invés da hifa para sua alimentacéo (QUINLAN ; CHERRET, 1979). Esta
escolha pode ser explicada pelo acimulo de nutrientes do gongilideo, tornando disponivel
para as formigas um material bioldgico pré-digerido, o que ndo ocorreria em uma hifa normal
(ANGELI-PAPA ; EYME, 1985).

Por outro lado, Bass e Cherret (1995) concluiram que o fungo participa como aimento
para as operarias apenas na ordem de 9,0%, sendo o restante obtido das seivas das plantas

ainda durante o corte.
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Algumas enzimas proteoliticas produzidas pelo fungo sdo ingeridas e concentradas
pelas formigas e depois excretadas através do liquido fecal para otimizar a utilizagdo do
substrato vegetal (BOYD ; MARTIN, 1975).

Silva (2000), utilizando andlises enziméticas, concluiu que as formigas servem de
“reservatério” de pectinases para o fungo e este contribui com fonte nutricional e enzimas
necess&rias para a manutencdo das mesmas. Ta associacdo se justifica também pela
capacidade metabdlica do fungo de converter celulose e outros polimeros vegetais em
produtos que poderiam ser metabolizados pelas formigas (SIQUEIRA et al., 1998).

O fungo também possui a habilidade de detoxificar certos metabdlitos secundéarios
vegetais, os quais podem ter propriedades inseticidas (DOWD, 1992) e assim podem oferecer
uma vantagem adicional as formigas.

Cherret (1980) descreveu que o mutualismo entre as formigas cortadeiras de folhas e 0
fungo simbionte aumenta o grau de polifagia através da degradacdo desses compostos
guimicos que promovem a defesa das plantas, aumentando assim o nicho alimentar de ambos.
Nesta relacdo mutualistica, as formigas beneficiam seu fungo pela remocdo das barreiras
fisicas como pélos e ceras, além de outras que a planta possui para se prevenir contra a
entrada de fungos patogénicos (CHERRET et a., 1989).

E sabido também que esse fungo n&o é encontrado na forma livre na natureza, ou seja,
sem a presenca das formigas, pois o fungo nd&o consegue competir com outros
microrganismos, principa mente outros fungos (QUINLAN; CHERRETT, 1978).

O tratamento dado pelas formigas ao material vegetal que serve como substrato para o
fungo tem como objetivo aparente eliminar microrganismos presentes nas folhas, eliminar
barreiras fisicas e aumentar a superficie de contato. Mas como séo eliminados ou inibidos

todos 0s microrgani smos que sdo trazidos para o formigueiro?
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As formigas produzem substancias com propriedades antibidticas em suas glandulas
metapleurais (&cido fenilacético, é&cido 3-hydroxidecandico ou mirmicacina e é&cido
indolacético) (CHAPELLA et al, 1994; NASCIMENTO et al., 1996), mas nenhum desses
compostos sdo0 tado potentes a ponto de garantir a estabilidade do formigueiro
(HOLLDOBLER; ENGEL-SIEGHEL, 1984).

Angeli-Papa (1984) sugeriu que o fungo também pode ser uma fonte de antibioticos
gue complementaria a agcéo das fomigas, mas este € um assunto controvertido, pois segundo
Martin et al. (1969) isto ndo deve ocorrer.

A verificacgo de uma possivel propriedade antimicrobiana do fungo simbionte de Atta
sexdens foi realizada por Ribeiro (2000) através do cultivo do fungo por 42 dias, seguindo-se
da centrifugacéo para obtencéo de um sobrenadante, ao qual foi incorporado &gar nutriente e
semeadas bactérias isoladas de formigueiros e outras comumente utilizadas em ensaios de
laboratdrio. Os resultados mostraram que ndo houve inibi¢do das bactérias testadas quando a
concentragdo final do sobrenadante ficou entre 150 nmg/mL a 200 ng/mL.

E fato que existem muitos microrganismos nos jardins de fungo além do fungo
simbionte (CRAVEN et al, 1970; PAGNOCCA et a., 1996b; CARREIRO et a., 1997) e
tanto as possiveis interacBes microbianas quanto as interagBes microrganismo-inseto sao
ainda pouco conhecidas. Recentemente, Currie et a, (1999b) relatou a ocorréncia de um
fungo filamentos do género Escovopsis (Ascomycota) que foi considerado como parasita
especidista de jardins de fungo de Attini. O mecanismo de patogenicidade do Escovopsis
permanece obscuro. Segundo 0s autores, este ascomiceto pode ser um micoparasita, obtendo
nutrientes somente do micélio do fungo cultivado pela formiga, ao invés do materia vegetal
do jardim de fungo. Uma outra hipétese seria que 0 Escovopsis inibiria competitivamente o

fungo simbionte apds a colonizagcdo do substrato vegetal presente na esponja.
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1.4. Streptomyces

Currie et a. (1999a) observaram ainda a existéncia de um terceiro mutualista na
simbiose formiga cortadeirafungo. Tratase de uma bactéria filamentosa do género
Streptomyces. Nos géneros mais primitivos, Apterostigma e Myrmicocrypta, a bactéria se
encontra nas pernas dianteiras, enquanto que nas Attini superiores, Trachymyrmex e
Acromyrmex, € mais concentrada na propleura. Nestas duas Ultimas espécies pelo menos, a
bactéria ndo é encontrada nos machos e esta abundante nas rainhas virgens, sugerindo uma
“transmissdo vertica” (CURRIE, 2001). Segundo Currie et al. (1999a), a funcdo desta
bactéria seria de produzir uma substancia com potencia antibiético capaz de evitar infecctes
microbianas nos ninhos, especialmente em relacéo ao Escovopsis . Além disso, nesses estudos
conduzidos pelo autor, o filtrado das culturas dessa bactéria promoveu um aumento do
crescimento do fungo simbionte de Apterostigma (47,9 = 7,6 mg de peso seco contra5,3+ 24
mg de peso seco do controle). Dessa forma, os autores concluiram que alguma substancia
produzida pela bactéria pode também estimular o crescimento do fungo, beneficiando assim
as formigas. No entanto, o fungo utilizado para o0 experimento ndo € da mesma familia dos
fungos cultivados pelas demais formigas da tribo Attini, podendo ent&o, esse resultado ser
exclusivo desse género. Um outro beneficio para as formigas descrito por Currie (2001) é que
esta bactéria pode também protegé-las de insetos patdgenos que penetram no esqueleto das
operarias e fungos entomopatégenos. Em contra-partida, as formigas dispersam o0s
Streptomyces e |hes propiciam um nicho especial, além de lhes fornecer nutrientes para seu
crescimento.

1.5. M étodos de controle das for migas-cortadeiras
As formigas cortadeiras tém sido avo de vérias tentativas de controle que incluem

desde receitas caseiras, que passam de geracdo em geracdo, até recursos de alta tecnologia. O
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primeiro registro de combate & sallva ocorreu em 1587 e consistia em proteger as arvores
atacadas i solando-as com &gua (AUTUORI, 1949).

Atualmente, essas formigas podem ser controladas com barreiras fisicas, métodos
culturais, bioldgicos e quimicos. Entretanto, o controle quimico é o mais empregado e
disponivel comercialmente, embora apresente algumas limitacbes (VILELA,1986). As
estratégias de controle quimico diferem, principalmente, pelo tipo de formulagéo, modo de
aplicagdo e principios ativos de diversos grupos quimicos (BENDECK & NAKANO, 1998;
NAKANO, 1998; RAETANO ; WILCKEN, 1998). Entre tais estratégias, as iscas toxicas
destacam-se por oferecerem maior seguranca ao aplicador, dispensarem méo-de-obra e
equipamentos especializados e permitirem o tratamento de formigueiros em locais de dificil
acesso (LOECK; NAKANO, 1984).

Osinseticidas utilizados para o controle das formigas muitas vezes ndo produzem bons
resultados. 1sso ocorre devido a alguns fatores, tais como: emprego de formicidas néo
eficazes, emprego em dosagens erradas, distribuicdo parcial do formicida, entre outros.
Mesmo quando empregados de maneira correta, os inseticidas utilizados no controle de
formigas cortadeiras e outras pragas podem causar varios problemas, como: a) sua toxicidade,
aqual ndo se restringe apenas aos insetos nocivos, mas também atinge outros insetos indcuos
ou benéficos, devido ao seu amplo espectro de acdo, causando um desequilibrio ecolégico no
ecossistema; b) devido ao fato desses inseticidas serem utilizados em grande escaa e
associado as suas dtas persisténcias no meio ambiente, eles incorporam-se na cadeia
alimentar do homem apresentando efeito cumulativo no organismo humano com prejuizos
fatals para a salide; ¢) um grande nimero de insetos apresenta resisténcia a esses inseticidas

(LARA ; BATISTA, 1992).
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Até pouco tempo atras, o controle das salvas e quenquéns era realizado basicamente
através do uso de produtos organoclorados, em diferentes tipos de formulagdo e técnicas de
aplicagéo.

O sucesso do produto comercial MirexO (dodecacloro), segundo Cherret (1986), foi
atribuido a falta de repeléncia das iscas, acdo lenta do téxico possibilitando uma completa
incorporagdo nos jardins de fungo (PEREGRINE ; CHERRET, 1974), além da estabilidade
guimica e persisténcia que permitiram ao composto resistir ao metabolismo do fungo. Além
de ser eficiente, apresentava baixo custo no mercado brasileiro.

Provavelmente, a propriedade mais desastrosa do dodecacloro € a extrema
persisténcia e estabilidade em ambiente natural, além do poder de se acumular nos tecidos
adiposos de animais.

Com a proibic¢éo do uso dos organoclorados no Brasil em 1985 e, principalmente, do
dodecacloro em 1992 surgiu a necessidade de se testar novas substancias em iscas granuladas
para o controle de formigas cortadeiras. Desde entéo tém sido introduzidos novos compostos,
dentre eles a sulfluramida, que atua no organismo no processo de fosforilagdo oxidativa, em
nivel mitocondrial, interrompendo a producdo de ATP. Também tem sido utilizados o
diflubenzuron, que é um regulador de crescimento, o fenoxicarbe, que ndo possui efeito
inibitério para Atta sexdens, a avermectina B1, que é facilmente fotodegradavel, entre outros.
Dos novos grupos quimicos, merecem destague pelas boas qualidades formicidas, os
inseticidas fipronil e hidrametilona, que atuam no sistema nervoso central (BOARETTO ;
FORTI, 1997).

A termonebulizacao é outro método que tem sido empregado no controle de formigas-
cortadeiras, principalmente a base de inseticidas piretréides e fosforados. No entanto, ele traz

desvantagens operacionais e econdmicas, tais como: 0 custo para agquisi¢ao e manutencdo do
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equipamento, transporte do equipamento, formulacéo especial do inseticida, tempo para tratar
cadaformigueiro e risco de intoxicagao dos operadores (LARANJEIRO ; LOUZADA, 2000).

A relacdo de mutualismo que existe entre o fungo e a formiga sugere uma alternativa
para o controle dessa espécie, sendo que novas técnicas tém sido estudadas na expectativa de
um combate ndo apenas unilateral, reduzindo o impacto causado a0 homem e a0 meio
ambiente.

1.6. Os vegetais e as aplicacfes de seus metabdlitos secundarios

1.6.1 Inseticidas

Algumas plantas séo naturalmente resistentes aos danos provocados pelos insetos, pois
produzem compostos que sdo toxicos ou que rompem o ciclo de vida desses organismos
(ARNASON et a., 1989). Essas substancias, denominadas compostos secundérios, ou
aleloguimicos (WHITTAKER, 1972), sdo compostos biossinteticamente derivados de
metabdlitos primarios e ndo tem funcdo aparente, mas tem importante papel ecoldgico
servindo, entre outros, como defesa quimica contra microrganismos, insetos e predadores
(HARBORNE, 1972).

A maioria destes metabdlitos pode ser obtida de partes de plantas por destilagcdo ou por
extragdo com solventes organicos ou aguosos €, com algumas excecoes, eles tendem a ser de
baixo peso molecular (geralmente menor que 2000) (TYLER,1981).

A evolucdo das preferéncias alimentares em insetos fitéfagos é bastante influenciada
pelo desenvolvimento desses metabdlitos secund&rios (PANIZZI-PARRA, 1991). Alguns
podem ser repelentes (agem a distancia), supressantes (inibem o ato de provar o alimento),
deterrentes (inibem a alimentacdo ou ovoposicdo), intoxicantes (causam intoxicagoes
cronicas ou agudas) e redutores da digestdo (inibem a utilizagdo dos alimentos) (KOGAN,

1986 apud PANIZZI-PARRA, 1991).
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A utilizagdo de plantas inseticidas no controle de pragas ndo é uma técnica recente.
Dentre os primeiros inseticidas botanicos conhecidos destacam-se a piretrina, principio ativo
extraido das flores do género Chrysanthemum (familia Compositag), precursora dos
inseticidas piretroides. Merecem também destaque a nicoting, acal6ide extraido
principa mente das folhas do tabaco, Nicotiana tabacum (familia Solanaceae), precursora do
inseticida imidacloprida. A rotenona, extraida de raizes, folhas, ramos ou sementes de
Tephrosia, Derris, Lonchocarpus, Millettia, Mundulea, Spatholobus e Pachyrhizus, todas
plantas da familia Leguminosae (DECKER, 1940; MARICONI, 1963; COATS, 1994). Estes
produtos naturais praticamente deixaram de ser utilizados com o surgimento dos produtos
organossintéticos. Outros inseticidas naturais enumerados por Mariconi (1963) foram os
alcaldides. anabasina, extraido da planta Anabasis aphylla (familia Chenopodiaceae);
estricnina, obtida de plantas do género Strychnos (familia Loganiaceag); rianodina, extraida
de plantas do género Ryania (familia Flacourtiaceae) e sabadina (LAGUNES; RODRIGUEZ,
1992 apud ROEL et al., 2000) obtida da planta Schoenocaulon officinale (familia Liliaceae).

Em revisdo realizada por Jacobson (1989) é citado que os derivados boténicos mais
promissores pertencem as familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Malvaceae,
Labiatae e Canellaceae. Dentre estas, as familias Meliaceae e Rutaceae, da ordem Rutales, séo
as mais estudadas devido a presenca de limondides com atividade bioldgica contra uma
grande variedade de insetos (CHAMPAGNE et al., 1989).

O nim (Azadirachta indica) € uma Meliaceae considerada, atuamente, a mais
importante planta inseticida, apresentando uma série de compostos quimicos dos quais a
azadiractina é a que apresenta maior atividade (VENDRAMIN, 2000). Os bons resultados
obtidos tém estimulado a pesquisa de limondides com outras meliaceas. Melia azedarach

(CHIU, 1989; SCHMUTTERER, 1989; ABO EL-GHAR et a., 1996), Trichilia spp (XIE et
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al., 1994; ROEL et da., 2000), Cedrela toona e C. odorata (KOUL ; ISMAN, 1992), Toona
ciliata (AGOSTINHO et a., 1994) e Aglaia spp (SATASOOK et a., 1994).

Muitos fatores tem sido sugeridos para explicar 0 processo de selecéo de plantas pelas
formigas cortadeiras e Hubbel e Wiemer (1983) relacionaram 0s seguintes. presenca de
compostos secundarios toxicos para as formigas, para o fungo ou para ambos; presenca de
compostos secundérios que possivelmente reduzem a digestibilidade do material vegetal (ex:
taninos); valor nutritivo, incluindo proteinas, carboidratos e constituintes lipidicos necessarios
aformiga e ao fungo; mecanismos de defesa da planta, tais como dureza das folhas, densidade
de pélos e presenca de |atex e teor de umidade das folhas.

O comportamento forrageiro também tem um papel importante no processo de
selecdo. Assim, os fatores comportamentais que podem influenciar no forrageamento séo: a
disponibilidade de plantas hospedeiras; o sistema de trilha desenvolvida e a experiéncia prévia
da formiga com certas plantas e ndo com outras; gastos energéticos maiores (distancia das
plantas); competicdo com colbnias rivais em territorios adjacentes e a presenca de espécies de
formigas agressivas (HUBBEL ; WIEMER, 1983). Bueno et al. (1990) acrescentaram também
a dteracdo no balanco quimico das plantas (provocado por mudancas sazonais) e fases
diferentes na atividade forrageira das colOnias.

Esse comportamento seletivo foi primeiramente investigado por Cherret (1968), o qual
observou que uma coldnia de Atta cephalotes na Guiana corta algumas espécies de plantas
mais freglentemente que outras, independente da quantidade da planta. As espécies
introduzidas e/ou cultivadas sdo mais susceptiveis a predacdo (LITTLEDYKE ; CHERRET,
1975; CHERRET, 1981). Por outro lado, ha ainda aguelas espécies que sdo praticamente
imunes ao atague das formigas (ROCKWOOQOD, 1975, 1976; HOWARD ; WIEMER, 1986).

Bueno et a. (1989) informaram que as plantas que sdo bastante atacadas no campo séo

também preferidas em laboratério e plantas ndo procuradas no campo S0 pouco cortadas em
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laboratério. A hipétese de que os aeloguimicos vegetais determinam a escolha do material de
forrageamento € uma érea de pesqguisa bastante interessante para o conhecimento da biologia
das formigas cortadeiras.

Em gerd, as pesquisas redizadas com substancias vegetais toxicas as formigas
cortadeiras tém se concentrado em plantas usual mente ndo atacadas, e tem fornecido subsidios
paraidentificar os compostos quimicos como deterrentes ou repelentes. Assim, Hubbell et al.
(1983) mostraram que numerosas espécies de plantas tropicais sd0 imunes ao atague das
formigas devido a presenca de terpendides especificos em seus tecidos foliares. Esses autores
verificaram que as formigas do género Atta ndo atacam folhas de Hymenaea courbaril por
causa da presenca do epdxido de cariofileno, o qual, além de repelente, também é fungicida.

Howard et al. (1988) estudaram a toxicidade das substancias epdxido de cariofileno e
nerolidol, terpendides isolados da planta nativa Vismea baceifera, verificando efeitos
deletérios para operérias de A. cephalotes isoladas do formigueiro. Essas substancias, quando
incorporadas em meio de cultura, inibiram o crescimento do fungo simbionte.

Mullenax (1979) descreveu o efeito deletério provocado por folhas de Canavalia
ensiformis a ninhos de Atta spp em condi¢des naturais. Febvay et a. (1985) notaram que
formigas da espécie A. octospinosus desfolharam severamente plantaces de inhame, mas a
variedade Dioscorea cayenensis sp cayenensis ndo foi atacada. Este comportamento,
verificado no campo e confirmado em laboratério, € de origem quimica e o composto
responsavel por essa resisténcia parece pertencer ao grupo das saponinas - sapogeninas.

Outras substancias que vem sendo estudadas sdo as lignanas (grupo de substancias ao
gual pertence a sesamina), como as isoladas por Fraga (1987) de Virola sebifera Aubl.
(Myristicaceae). Em 1989, Bueno et d., verificaram que as folhas desta planta sGo pouco
transportadas pelas sallvas Atta sexdens e, posteriormente Pagnocca et al. (1996b) analisaram

o efeito de oito lignanas extraidas de V. sebifera, Virola sp. e Otoba parvifolia sobre o



24

desenvolvimento in vitro do fungo simbionte. Ao lado de moléculas indcuas, a sesaminafoi a
gue mostrou maior potencial, inibindo completamente o crescimento do fungo a concentragcao
de 70 ng/ml.

O gergelim, Sesamum indicum (Pedaliaceae) € uma planta exdtica que ja foi utilizada,
empiricamente, no controle de sauveiros de campo (SANTOS, 1925; BORGES, 1926;
BARRETO, 1930 e 1936), mas é considerada aceitavel por A. sexdens (SOUZA, 1965;
BUENO et d., 1989). Bueno et a. (1995) verificaram uma regressdo gradual no nimero de
formigas e na massa fungica até a completa extincdo dos formigueiros mantidos em
laboratério e tratados com folhas de sesame. Paralelamente aos estudos realizados com o0s
formigueiros e com as formigas isoladas, Pagnocca et a. (1990) verificaram que extratos de
diferentes 6rgdos desta planta inibiram o crescimento in vitro do fungo simbionte, fato este
atribuido a uma complexa mistura de acidos graxos (PAGNOCCA et al.,1996a) .

Hebling et al. (1996) verificaram, em laboratorio, que formigueiros de A. sexdens
tratados com folhas de Ricinus communis (Euphorbiaceae), apresentaram decréscimo gradual
no volume do jardim de fungo, aumento na mortalidade das formigas e extincdo apos a sexta
semana de tratamento. Além disso, os autores também relataram que operdrias retiradas de
formigueiros tratados com folhas dessa planta apresentaram um aumento no metabolismo
respiratorio.

Torkomian (1994) ja havia relatado efeitos inibidores no desenvolvimento do fungo
isolado, apds a incorporacdo dos extratos foliares brutos hexanico e metandlico de R
communis no meio de cultura. A autora verificou que a fragdo metandlica do extrato bruto
hexanico foi a principal responsavel pelainibicéo observada.

Testes de toxicidade para as operérias de A. sexdens, realizados por Acécio-Bigi
(1997) e Acécio-Bigi et d. (1998), levaram a identificacdo do acaldide ricinina nos extratos

foliares damamona, como o principio ativo.
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De acordo com Rodriguez-Gamboa et a. (2000) duas subfracBes provenientes da
fracdo aguosa do extrato hidroalcodlico de Picramnia teapensis (Simaroubaceae) inibiram o
crescimento do fungo simbionte. As substancias antifungicas identificadas foram oxantrona
(mayosideo) e uma mistura de antraquinona (emodina) e cumarina (umbeliferona). Victor
(2001) verificou que, namistura, aumbeliferonafoi a substéncia responsavel pelainibicéo.

Hebling et a. (2000) analisaram o efeito de Ipomoea batatas (Convovulaceae) em
formigueiros de Atta sexdens L., sugerindo uma agdo toxica dos metabdlitos secundarios da
planta por contato ou ingestdo da seiva, ocasionando aumento da mortalidade entre as
formigas e inibi¢do no jardim do fungo.

Com base nesses resultados, uma série de substancias de estrutura quimica andlogas a
sesamina foram sintetizadas e algumas delas mostraram boa atividade formicida e inseticida,
smultaneamente (VICTOR, 2001; VICTOR &t d., 2001).

Nessa linha de pesquisa, visamos explorar o potencial dos compostos vegetaisafim de
obtermos substancias com potencial fungicida e formicida.

1.6.2. Antibidticos

As plantas tém desempenhado um papel muito importante na evolucdo humana,
fornecendo alimentos, abrigo, roupas, meios de transporte, fertilizantes, fragrancias,
inseticidas e também remédios. Em revisdo descrita por Cragg e Newman (2001), apontou-se
0s primeiros registros de plantas utilizadas como medicamento na regido da Mesopotamia ha
cerca de 2600 anos A.C., onde eram utilizados 6leos de espécies de Cedrus, Cupressus
sempevirens, Glycyrrhiza glabra, espécies de Commiphora e Papaver somniferum.

Em seguida (1500 A.C), um documento egipcio descrevia 700 drogas, sendo a maioria
obtidas de plantas. Depois disso, vieram 0s chineses, 0S gregos e 0s romanos, todos
descrevendo propriedades farmacolégicas das plantas, contribuindo para 0s nossos

conhecimentos atuais.
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Até hoje, muitas dessas plantas sdo utilizadas, sendo que paises como a China e a
india mantém esses conhecimentos em sua cultura através de geragdes (CHANG; BUTT,
1986; KAPOOR, 1990).

Varios compostos ja foram isolados de vegetais e identificados de acordo com sua
atividade biol6gica e muitos deles sdo ainda utilizados na medicina, como a emeting, da
espécie Cephaelis ipecacuanha e a morfina, da planta Papaver somniferum, entre outras (DI
STASI, 1996).

A importancia dessa fonte rica em compostos com atividade biol 6gica tem aumentado
0 interesse de pesquisadores. Nos Estados Unidos, em pesquisa abrangendo os anos de 1959 a
1980, cerca de 119 substancias quimicas, derivadas de 90 espécies de plantas podem ser
consideradas como importantes drogas em uso em um ou mais paises, sendo que dessas 119
drogas, 74% foram descobertas como um resultado de estudos quimicos direcionados ao
isolamento de substancias ativas de plantas utilizadas na medicina tradicional
(FARNSWORTH et al., 1985).

Algumas familias de plantas sdo caracterizadas por possuirem metabdlitos secundérios
de grupos quimicos especificos (SIMOES et a., 2002). Sabendo que, os alcal dides e terpenos
parecem ter maior potencial para fornecer compostos com atividade farmacoldgica, vindo a
seguir as lignanas, flavondides e cumarinas (DI STASI, 1996), familias de plantas que
produzem tais substancias tornam-se 0 alvo de pesqguisas visando o isolamento de compostos
com propriedades farmacol dgicas.

O Brasil tem uma grande biodiversidade de plantas tropicais mas somente algumas
foram estudadas com relacdo a farmacologia, toxicologia e aspectos quimicos visando a
descoberta de novas drogas (DI STASI et a., 2002). Dentre algumas das espécies estudadas,
podemos destacar a Vernonia brasiliana (com propriedades antimaléricas) (CARVALHO et

a., 1991), Psidium guajava (GNAN; DEMELLO, 1999) e outras espécies do cerrado
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brasileiro (com atividades antimoluscida e antibiética) (ALVES et a.,2000; BEZERRA et al.,
2002), Trixis praestans e Cunila spicata (com atividade antiviral) (SIMOES et al., 1999),
Conchocarpus inopinatus e Almeidea coerulea (com atividade antitripanossomicida)
(MAFEZOLI et al., 2000).

Os compostos vegetai s tém sido amplamente estudados também quanto a propriedades
antimicrobianas de alguns de seus metabolitos secundérios (DI STASI, 1996). E muito
provavel gque os derivados vegetais alcancem um lugar de destague na antibioticoterapia, ja
gue os custos na producdo de um antibiético tradicional € muito alto, além da resisténcia
crescente pel 0s microrgani smos aos antibi6ticos atuais (COWAN, 1999).

Além disso, alguns desses compostos podem ter propriedades antifungicas (GRAY ER,;
HARBORNE, 1994), tornando sua pesquisa indispensavel, uma vez que tem havido um
aumento da freguéncia e diversidade de infecgbes causadas por fungos oportunistas
(PERFECT; SCHELL, 1996). Assim, Lemos et al. (1992) confirmaram o potencial de
inibicdo dos Oleos essenciais de folhas de Lippi gracilis H.B.K. (Verbenaceae), Croton
mucronifolius Muell.-Arg. (Euphorbiaceae), Cymbopogon nardus Rendle (Gramineae) e
frutos de Xylopia sericea St. Hil. (Anonaceae) tanto sobre bactérias quanto para fungos.

Segundo Martinez-Véazquez et a. (1999) o estudo de Byrsonima crassifolia (L.)
H.B.K. (Malpighiaceae), mostrou que tanto os extratos de raizes quanto de caule, quando
obtidos com acetato de etila, tiveram efeito inibitorio a0 crescimento de Klebsiella
pneumoniae, Staphyl ococcus aureus, Staphylococcus epider midis, Streptococcus pneumoni ae,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis.

Tomes et a. (1986) com peguenas concentracdes de extratos extraidos com éter de
petroleo de Wedelia glauca (Compositae) obteve resultados de Concentracdo Inibitéria

Minima (MIC) de Streptococcus faecalis (250ng/ml), Micrococcus luteus (<50 nmg/ml),
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Bacillus subtilis (<50 ng/ml) e Mycobacterium phlei (<50 ng/ml) provavelmente devido a
presenca de &cido caurénico e derivados.

Esses e outros estudos em andamento tém mostrado que no futuro, talvez possamos
usufruir de antibidticos de origem vegetal, tentando minimizar a incidéncia de infecgdes, 0s

riscos de resisténcia e as doses , melhorando também o seu potencial .
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Objetivos

Verificar o efeito de substéncias de origem vegetal sobre o desenvolvimento in vitro do
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Veificar a atividade inibitéria desses produtos sobre outros fungos e bactérias,

ampliando-se assim as informagdes sobre 0 espectro de acdo desses produtos naturais.



3. MATERIAL E METODOS:
3.1.Isolamento do fungo simbionte linhagem M P 2001.

O fungo utilizado foi retirado de um formigueiro da espécie Atta sexdens L. o qua foi
coletado em uma fazenda na cidade de Corumbatai — SP no dia 01/04/95 e transferido para o
laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais — Unesp (formigueiro AT103). Foram
retirados assepticamente pedacos da esponja os quais foram semeados em placas de Pétri
contendo meio A (PAGNOCCA et a., 1990) com 0,02% de cloranfenicol. Apos 4 dias de
crescimento foram transferidos para tubos inclinados contendo 18 mL de meio A e incubados

por 30 dias/25 °C.
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3.2. Extratos vegetais e demais substancias testadas sobre o fungo e outros

micr or ganismos:
Familia Meliaceae:

CedrelafissilisVell. (synon. Surenus fissilis Kuntze) — Nome popular: Cedro, Cedro real
(LORENZI, 1992), Cedro batata (PIOCORREA, 1978)
Partes utilizadas: Raizes, frutos, galhos, caule e folhas.
Data da coleta: 06 de janeiro de 2001 Local: Campus da Universidade Federal de Séo Carlos

Cipadessa fruticosa Blume - sinonimia Cipadessa baccifera (LUO et a.,2000)
Partes utilizadas: Frutos, galhos, folhas, sementes e casca dos frutos.
Data da coleta: frutos (fevereiro de 1992), folhas e gahos (fevereiro de 2000) — Local:
Universidade Federa de Vigosa— MG.

Trichilia sp. P. Browne.
Partes utilizadas: Frutos, galhos e folhas.

Data da coleta: 14/05/2000 — Local : Rio Mucurizinho em Mucuri- BA, exsicata depositada
no Jardim Botéanico de S&o Paulo sob nimero 476178.

Trichilia pallida Sw. e Trichilia rubra C.DC .- Nome Popular: carrapeta, catigua, quebra-
machado (LORENZI, 1992).
Partes utilizadas. Folhas e galhos.

Data da coleta: dezembro/2000 - Local : Manaus — AM, exsicata depositada no Herbério do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA) sob os nimeros:. 188343 e 178677,
respectivamente.

Familia Burseraceae:
Protium heptaphylum March - Nome popular: Almecegueira-cheirosa (LORENZI, 1992).
Partes utilizadas: Folhas e galhos.

Data da Coleta: 13/05/2000 — Local: Estrada para Mucuri em NovaVigosa - BA
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Familia Rutaceae:
Conchocarpus longifolius (A. St-Hil) (Synon. Galipea longifolia A. St-Hil)
Partes utilizadas : Peciolo e galhos.
Data da coleta : 14/05/2000 — Loca : Mucuri — BA, exsicata depositada no Jardim Botanico
de S&0 Paulo sob nimero 568958.
Substancias puras:
Flavona — Flavonbide obtido comercialmente, cujo similar obtido de Pilocarpus sp.
apresentou atividade contra o fungo simbionte (VICTOR, 2001).
Astilbina (dihidroquercetina 3-raminosideo) — Flavonéide com propriedades
antioxidantes e inibidor da aldose redutase encontrado em varias espécies vegetais, como
caule de alguns tipos de uva (SOUQUET et al., 200) e folhas de arvores subtropicais
chinesas (HARAGUCHI et al., 1996).
M exicanolideo - Limondide presente principalmente nas plantas da familia Meliaceae e
com atividade antifungicaaalguns fitopatégenos (GOVINDACHARI et al., 1999).
Compostos arométicos isolados do extrato diclorometanico (caule) de Pilocarpus
grandiflorus Engl. (coletado em 25/01/1993 em Poco D'anta - Municipio de Murici — AL,
cuja exsicata foi depositada no Jardim Botanico de Sao Paulo sob nimero 568961) :
siringaldeido, acido vanilico e Ar1 (ainda ndo identificado)
EsterGides e alcaldides isolados do extrato diclorometanico (galho) de P. grandiflorus
Engl.: 3b-hidroxi-stigmast-5-en-7-ona, Ester6ide 5 (ainda ndo identificado), 4-metoxi-
2-quinolona e acido N",N"-dimetilantranilico.
Cumarinas isoladas de extrato diclorometanico (raiz) de Citrus limoneae - nome popular:
Liméo cravo (coletado em fevereiro de 1999 no Instituto Agrondmico de Campinas):
angelical, cumarina 02 (estrutura ndo identificada), suberosina, xantoxiletina e

clausarina.



Substancias isoladas do extrato metandlico da raiz de Adiscanthus fusciflorus Ducke
(coletada em dezembro de 2000 e janeiro de 2001 em Manaus — AM, cuja exsicata foi
depositada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) sob o
nimero 189859): Al (ainda n&o identificado), esquimianina, isopimpinelina e
dictamina.
T11, T12 e T13 (substancias derivadas do acido dihidrocindmico) — Isolados do
extrato hexanico daraiz de A. fusciflorus
TR2 — Substanciaisolada do extrato hexanico (folha) de T. rubra
L upeol e Fridelina - Isolados do extrato metandlico (folha) de T. rubra
3.3. Preparo dos extratos vegetais:
Os extratos vegetais foram preparados no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos procedendo-se da seguinte maneira:

Secagem das partes das plantas em estufa a 40°C, por aproximadamente 24 horas e
pulverizagdo em moinho elétrico. Os pulverizados foram extraidos a temperatura ambiente
€ em repouso com solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano e
metanol) durante 3 dias por 3 vezes e concentrados em evaporadores rotativos.
Os extratos com melhor atividade foram fracionados através de cromatografia rpida sob
vécuo em funil de placa sinterizada f x h = 6,0 x 18,0 cm), utilizando-se silica gel (70-
230 mesh — 200 g) como fase estacionéria e solventes em ordem crescente de polaridade
como eluentes (hexano, diclorometano, acetato de etilae metanol — 1,5 L cada).
As subfracBes foram obtidas por cromatografia em coluna de silica, silica flash ou
Sephadex (conforme o tipo de substancia) utilizando diferentes solventes, com excegéao
das fracbes do extrato metandlico (fruto e folhas) de Cedrela fissilis e fragdes do extrato
hexano (folhas e galhos) de T. rubra, as quais foram obtidas através de particdo liquido-

liquido.



3.4.Preparo do meio para ensaio com o fungo simbionte.

Tanto os extratos brutos e fragdes, bem como as substancias puras, foram incorporados ao
meio de cultura nas concentracbes desgjadas através da dissolugdo prévia em solvente. O
volume correspondente a 1,0 mL foi adicionado em tubos de ensaio contendo 9,0 mL de
meio A (PAGNOCCA et a., 1990). Para os controles dos ensaios, aos 9,0 mL de meio A
foram acrescentados 1,0 mL dos solventes usados para a preparacéo dos extratos vegetais.

Os materiais foram autoclavados a 120° C/ 15 minutos e homogeneizados com auxilio
de um agitador tipo Vortex para propiciar uma boa distribui¢do e incorporagéo dos extratos no
meio de cultura. Em seguida, os tubos foram inclinados para resfriamento.

3.5.Preparo doindculo

Para obtencdo do indculo utilizou-se culturas com trinta dias de desenvolvimento. O
micélio presente em trés ou quatro tubos foi transferido assepticamente para um
homogeneizador de Potter contendo cerca de 3,0 mL de agua peptonada 0,1 % (p/v) e
triturado de modo brando, visando a obtencéo de uma suspensdo micelial homogénea. Em
seguida, a suspensdo micelial foi transferida para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 100
mL de a&gua peptonada 0,1% estéril e 1,0 mL foi utilizado como inéculo. Ao final da
preparacéo e antes de sua utilizagdo, uma amostra da suspensdo micelial foi observada ao
microscopio para constatacdo de que o material desagregado sofreu um minimo de danos e
também para checagem da pureza da cultura.

3.6.Deter minagéo do peso seco

Aliguotas de 5,0 mL de inéculo foram empregadas para determinacdo do peso seco em
cada série de experimentos. Os materiais, colocados em vidro de reldgio, foram secos em

estufa de esterilizagdo a uma temperatura de 70°C por 24 horas ou até peso constante.



3.7.Avaliagao do crescimento do fungo simbionte

Apbs receber o indculo, os tubos foram cuidadosamente manuseados visando uma
distribuicdo uniforme dos fragmentos de micélio na superficie do agar e foram mantidos
inclinados em sala climatizada a temperatura de 25°C. Apds 30 dias de incubacdo foi
realizada a leitura com base na quantidade e densidade do micélio, conforme padrdo pré-

estabelecido, a saber:

5+ = crescimento idéntico ao do controle = 100%
4+ = crescimento equivalente a 80% do controle
3+ = crescimento equivalentea 60% do controle
2+ = crescimento equivalente a 40% do controle
1+ = crescimento equivalente a 20% do controle ou inferior

0 = auséncia de crescimento
Os resultados foram baseados no valor modal entre 5 tubos (repeti¢éo).
3.8.0utros micror ganismos testados com os extr atos vegetais.

Além do fungo simbionte das formigas, outros microrganismos foram testados quanto ao
potencial antimicrobiano dos compostos vegetais:

a) Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

b) Bacilluscereus (CCT 1436)

c) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)

d) Escherichia coli (CCT 1457)

e) Candida albicans (RJ/50008)

f) Cryptococcus laurentii (RJ/50359)

g) Saccharomyces cerevisiae (CCT 0758)

h) Trichosporon cutaneum (UCD 121)
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Excepcionalmente, os fungos Rodothorula rubra (RJ 50008), Candida Krusei (RJ
P/007) e Geotrichum sp. (RJ003) foram incluidos nos bioensaios com a flavona e com a
dictamina. O mesmo com as bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis (ATCC 6051) e
Micrococcus roseus (CCT 1469) em presenca destas e das seguintes substancias puras. Al,
| sopimpinelina, Esquimianina, T11, T12, TR2, lupeodl, fridelina, angelical, cumarina 02,
suber osina e xantoxiletina (substéncias puras descritas nas paginas 32 e 33).

3.9.Método de difusdo em agar utilizando discos de papel de filtro (BAUER et
al.,1966).

3.9.1.Aplicacédo dos extratos brutos e demais substéancias nos discos de
papel de filtro.

Os extratos brutos e demais substancias foram dissolvidos conforme a concentragcéo
desgjada em solventes de melhor compatibilidade. Aliquotas (ndo superiores a 10 pL) deste
material foram aplicadas aos discos aguardando a evaporacdo do solvente entre as aplicacoes.
Os discos foram colocados em estufa a 45 °C durante uma noite para a secagem final.

3.9.2. Procedimento do ensaio.

Em placas de Pétri contendo 15 mL de meio (Agar Mueller-Hinton para bactérias e
Agar Sabouraud para fungos) foram espal hados por meio de um “swab” estéril uma suspensio
de microrganismos recentemente preparados (24 horas para bactérias e 48 horas para fungos)
e diluidos em solugdo salina 0,9% correspondente a escala McFarland 0,5. Aguardou-se um
periodo de 10 a 15 minutos, e entdo os discos (até doze discos/placa) foram regularmente
distribuidos na superficie das placas com pinga e pressionados levemente sobre o &gar. Foi
mantida uma distancia de 1,5 cm entre os discos e de 1 cm da borda para evitar interferéncia
entre os halos de inibicdo. Quinze minutos apds a semeadura, as placas foram invertidas e

incubadas.
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ApGs 24 horas de incubagdo foi realizada uma leitura dos resultados das bactérias,
enguanto que para os fungos foram realizadas leituras apds 48 horas.

Os microrganismos cujo diametro dos halos de inibicdo formados foram iguais ou
superiores a8 mm foram considerados sensiveis. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

Discos controle foram preparados da mesma maneira contendo quantidades
conhecidas de antibidticos, inclusive antifingicos e o solvente de uso.

3.10. Determinacado da concentracao inibitéria minima (CIM) pelo Método
da microdiluigéo .

Existem muitas técnicas empregadas para a determinacéo de susceptibilidade dos
microrganismos. Sem divida as mais utilizadas sdo o teste de difusdo em agar (BAUER et al.,
1966) e a concentracdo inibitéria minima (CIM) (FLEMING, 1929), mas, por apresentarem
alguns inconvenientes, principalmente com relacdo ao tempo necessério para o resultado dos
testes, novos métodos tem sido desenvolvidos, principalmente utilizando densidade 6tica,
substratos fluorescentes, corantes indicadores e métodos automatizados (PIDDOCK, 1990).

3.10.1. Utilizando o indicador Alamar blue (MABA) (SALVAT et al., 2001).

Em uma microplaca estéril de 96 pocinhos, foram depositados 100 ni. de meio
Mueller-Hinton, com excegéo da coluna A (controle das amostras), que recebeu 150nmL. Nesta
coluna, foram acrescentados 50 ni da substéncia pura a ser testada (uma substancia diferente
para cada nimero); na coluna B, 100 nL. do mesmo extrato foram homogeneizados com o
meio e transferidos para o pocinho da coluna seguinte, repetindo-se esse procedimento até a
coluna H, de modo a obter uma concentragéo decrescente do extrato. Os 100 ni finais foram
desprezados. Entédo, foram adicionados aos pocinhos (com excegéo da coluna A), 100 i de
uma suspensdo de cultura recente (24 horas) do microrganismo-teste, cuja turvacdo foi
gjustada a escala de McFarland n° 0,5 e diluidos na proporcéo de 1:100. Por ultimo, foi

adicionado 20 nL de Alamar Blue (um indicador de oxido-reducéo). As placas foram seladas



com parafilm e incubadas a 36+x1°C /24 horas. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da substéanciateste capaz de impedir a mudanca de cor de azul parardseo.

Uma das colunas (a n° 1) sempre foi utilizada para um controle com antibiético
conhecido (tetraciclina ou cloranfenicol) e em outra coluna (geramente a n° 12) os pocinhos
foram utilizados para os seguintes controles : do microrganismo, do solvente e do meio de
cultura

3.10.2. Utilizando o indicador Cloreto de Trifenil Tetrazolium (TTC) (ELOFF,
1998, modificado).

Esta técnica foi utilizada para comparacdo com a técnica anterior (principalmente pelo
fato do TTC ser mais accessivel) e o procedimento de preenchimento dos pocinhos da
microplaca foram idénticos aterando apenas o corante utilizado (TTC a 0,5%) e o tempo de
incubacgdo (apds 24 horas de incubagdo adiciona-se 20 pL do corante e incuba-se por mais 2
horas). A CIM foi definida como a menor concentragao da substancia teste capaz de impedir o

aparecimento da coloracéo vermelha.
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4RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Familia M eliaceae

A familia Méeliaceae é constituida por 51 géneros de plantas lenhosas distribuidos
pel os trépicos e subtropicos de ambos os hemisférios. No Brasil, sGo encontrados os géneros
Cedrela, Carapa, Swietenia, Trichilia, Cabralea e Guarea. Os géneros Cedrela, Swieteniae
Cabralea sdo exclusivamente americanos (PENNINGTON; STYLES, 1975).

4.1.1. Cedrelafissilis

Cedrela fissilis, conhecida popularmente como cedro ou cedro real, apresenta grande
importancia econdbmica na industria madeireira. No Brasil, esta arvore é encontrada do Rio
Grande do Sul até Minas Gerais, principalmente nas florestas semidecidua e pluvia atlantica.
Ocorre também em menor intensidade em todo o pais (LORENZI, 1992). De grande porte
(chegando até 30 metros de altura ou mais), sua madeira submetida a destilacdo por arraste a
vapor, foi relatada originar um tipo de 6leo essencial, o qual, possivelmente a protegeria de

ataques de cupins e outros insetos (PIOCORREA, 1978). Extratos brutos de diversas partes



desta planta foram analisados quanto a atividade sobre o fungo simbionte e sobre outros
microrganismos. Na tabela 1 podemos observar os resultados dos extratos brutos (raiz, fruto,
gaho, caule e folha) sobre o crescimento do fungo simbionte. Assim, dos extratos brutos de
fruto, galho, caule e folha, aguns foram inativos e outros inibiram no maximo 40% o
desenvolvimento do fungo (extratos brutos hexanico, ambos de galho e folha). Devido a baixa
atividade, estes extratos deixaram de ser analisados. Dos extratos brutos da raiz, os que
apresentaram melhor atividade foram o hexanico e o diclorometanico, ambos inibindo em 100
% o crescimento do fungo simbionte na concentragdo de 1000 ng/mL. Estes extratos foram
fracionados, dando continuidade aos nossos testes.
Tabelal. Efeito de extratos brutos de

diferentes partes de Cedrela fissilis
sobre o desenvolvimento do fungo simbionte

Orgdo  Extrato  %deinibicio

bruto do fungo
Raiz Hexano 100
Dicloro 100
M etanol 40
Fruto Hexano 0
Dicloro 0
M etanol 0
Galho Hexano 40
Dicloro 20
M etanol 20
Caule Hexano 20
Dicloro 0
M etanol 0
Folha Hexano 40
Dicloro 0
M etanol 20

Controle= 0% deinibicéo
Concentragdo = 1000 ng/mL
Peso seco do in6culo (7,0 £ 0,2 mg/mL)
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O fracionamento do extrato bruto hexanico (raiz) resultou nas fragdes RHH, RHD,
RHA e RHM. Todas essas fragOes, com excegdo da fracdo RHM, tiveram, em maior ou menor
intensidade, efeito sobre o fungo simbionte (tabela 2). A fragdo RHH, apesar da inibicéo total
do fungo simbionte, ndo foi purificada devido a pouca quantidade da massa obtida. As
restantes foram purificadas utilizando os procedimentos descritos nos fluxogramas le 2 e
identificadas através de anélises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN*H),
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN®C), infravermelho ou cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. O extrato bruto diclorometéanico deraiz (RD) foi
fracionado conforme representado no fluxograma 3 e a atividade das suas subfragdes sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte também estdo expressos natabela 2.

Fluxograma 1 REFRACIONAMENTO DA FRACAO RHD

RHD
834,1 mg

condigédo 1
9 fracdes finais

RHD-4 RHD-6
363,3 mg 57,5 mg

condigédo 1 condigédo 1

6 fragdes finais 9 fragdes finais
RHD-4.4 RHD-6.7
142,1 mg 16,6 mg

condigédo 1 condicéo 1

4 fragoes finais 5 fragdes finais
RHD-4.4.2 RHD-6.7.5

30,4 mg 8,2 mg
condigédo 1
5 fragOes finais

RHD-4.4.2.2 gedunina
8,6 mg +

6a-acetoxigedunina
condigédo 1
5 fragdes finais

RHD-4.4.2.2.2
5,0 mg

condigéo 2

2 fragdes finais
Condicdo 1:

- coluna de silica no modo isocr atico,
- eluente: Hex/ CH,Cl,/Acetona (6:3:1)

Condicéo 2:
- placa preparativa— 20 x 20 cm
- eluente: Hex/ CH,Cl,/Acetona (6:3:1)



Fluxograma 2 REFRACIONAMENTO DA FRACAO RHA

RHA
704,8 mg

condicéo 1
15 fragdes finais

42,1

RHA-4

mg

condigéo 3
5 fracBesfinais

RHA-4.2
24,3 mg

condicéo 1
6 fragOes finais

9,6

RHA-4.2.3

mg

condicéo 1
5 fragBes finais

RHA-4.2.3.2
3,5mg

nilocitina I

Condicao 1.
- coluna de silica no modo isocrético,

- eluente: Hex/ CH,CI,/Acetona (6:3:1)
Condicao 3:
-coluna de sephadex LH-20

- eluente; MeOH 100 %
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RHA-5
149,0 mg
condicéo 1
5 fragBes finais
RHA-5.3 RHA-5.4
90,3 mg 34,6 mg
condicén 3 condicéo 3
5 fragbes finais 5 fragoes
RHA-5.3.4 finais
il RHA-5.4.3
RHA-5.3.5 13,2
10,0 mg 3.2 mg
condicdo 1
7 fragOes
finais
gedunina RHA-5.4.34
+ 17,1 mg
6a-acetoxigedunin condiczo 1
4 fragOes
finais
RHA-5.4.3.4.2
12,3 mg
condicéo 1
4 fraches
finais
RHA-5.4.3.4.2.2
11,5mg

febrifugina I



Fluxograma 3. FRACIONAMENTO DO EXTRATO RD

EXTRATORD

Colunasilicacomum

Eluente Hex/Dic/AcOEt/M eOH (gradiente)

AcC.
graxos

RD4

RD5

Da fracdo RHA, foram isolados trés limondides (uma mistura de gedunina + 6u-
acetoxigedunina e a febrifugina) e um triterpeno (nilocitind), os quais ndo apresentaram
atividade sobre o fungo simbionte. Também foram encontradas em todas subfractes de RHA,
pequenas quantidades de policetideos cujas férmulas estruturais ainda ndo foram

identificadas. Na fracdo RHD também foram encontrados os mesmos limondides e pequenas

POLICETIDEOS (mistura
de féormula estrutural ndo
identificada).

RD6

em estudo

edunina,
|1 -acetoxigedunina

guantidades dos policetideos.

Do extrato RD, a fracdo RD3 resultante continha &cidos graxos que estdo sendo
identificados enquanto que da fragdo RD4 foram isoladas maiores quantidades dos

policetideos, o que possibilitou a avaliagdo da inibicdo destes compostos sobre o fungo

e nilocitinaem
pequenas qtdes.

simbionte na concentragéo de 42 ng/mL, resultando em 100% de inibicéo (tabela 2).




A fracdo RD5 apresentou os mesmos compostos da fragdo RHA e a fracdo RD6

também apresentou pequenas quantidades dos policetideos.

Tabela 2. Efeito das fracOes e subfracfes dos extratos hexanico
e diclorometanico (raiz) de C. fissilis sobre o desenvolvimento
do fungo simbionte.

Fracéo Subfracédo Concentracdo % deinibicdo
(ng/mL) do fungo
RHH 300 100
RHD 270 100
RHA 138 60
nilocitina 56 0
gedunina 140 0
febrifugina 58 20
gedunina + 6 - 17 0
acetoxigedunina
RHM 579 0
RD3 430 80
RD4 570 100
Policetideos* 42 100
RD5 424 100
RD6 412 80
RD7 160 20
RD8 214 0
RD9 336 40

Controle= 0% deinibicéo
Peso seco (7,4 + 0,4 mg/mL)
*policetideos: provavelmente uma mistura

Portanto, dos compostos isolados da raiz de Cedrela fissilis os melhores resultados

foram obtidos com a mistura de policetideos, cujas formulas estruturais ainda estdo em

processo de identificacdo. A atividade apresentada por RHA e RHD pode ser devido a

presenca de peguenas quantidades da mistura de policetideos. Uma outra hipétese para a

atividade observada com RHA e RHD seria um possivel sinergismo entre as substancias

presentes nestas fragGes que, quando separadas, perdem sua atividade. Este efeito sinérgico ja

fol demonstrado em outros estudos envolvendo produtos naturais (VICTOR, 2001; ZANCUL,



2001; MAFEZOLI et al., 2000). Também devemos considerar que a concentragdo dessas
fragdes nesses ensaios foram elevadas, 0 que também pode ter influenciado nos resultados.
Alguns compostos isolados de Cedrela spp., inclusive a gedunina, demonstraram
atividade inseticida e larvicida para a espécie Spodoptera frugiperda, um inseto que provoca
muitos danos a agricultura mexicana (CESPEDES et al., 2000). Em estudos realizados
paralelamente com as formigas, Bueno (2002) também verificou toxicidade as operérias nos
mesmos extratos e fragdes toxicos ao fungo. No entanto, a Unica substancia pura ensaiada foi
a gedunina na concentracéo de 100 ng/mL, aqual reduziu 100% o nimero de operérias em 14
dias contra 86% do controle em 25 dias. Este estudo nos indica que, nos extratos obtidos de
Cedrela fissilis, existem metabdlitos secundarios com potencial fungicida e formicida,

conforme esper avamos encontrar.

Estruturas dos compostos isolados do extrato RH de Cedrelafissilis

gedunina 6a-acetoxigedunina



nilocitina febrifugina

Figura 1. Efeito dos policetideos sobr e o desenvol vimento do fungo simbionte.

Da esquerda para a direitas 2 tubos da esquerda CD = controle do solvente
(diclorometano); 2 tubos a direita = policetideos (42 pg/mL). Observar que a area de
crescimento e densidade micelial foi reduzida em 100%.
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Continuando os ensaios com Cedrela fissilis os extratos brutos foram também
analisados quanto a atividade antimicrobiana envolvendo outros microrganismos. Assim, na
tabela 3 podemos verificar os resultados referentes aos extratos e fragdes de Cedrela fissilis.
Os maiores halos foram obtidos dos ensaios com os extratos diclorometanico (fruto) e
metandlico (fruto e folha). Esses extratos mais ativos foram fracionados por particéo liquido-
liquido conforme o fluxograma 4 e as fracdes mais ativas de ambos os extratos foram as n-
butandlicas. As bactérias Gram-negativas e os fungos leveduriformes testados ndo foram

inibidos.

Fluxograma 4. PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO

Extrato
| MeQH.: H20 + Hexano

Fracao
Hexano

Fracédo
hidroalc.

| Dicloromet.

Fragéo Fragéo
hidroalc. dicloro

e etila

Fracdo hidroalc.

Fracdo acetato

[ n-BI |n|-i

Fracédo
n-butanolica

Fracdo hidroalc.




Tabela 3. Diametro dos halos de inibigdo dos microrganismos em
presenca de extratos e fracdes de Cedrela fissilis

Orgdo  Extrato Fracdo Concentragdo  Microrganismo(mm)
bruto
(nmy/disco) B.cereus Saureus
Raiz Hexano 1000 14 -
RHH 300 NT NT
RHD 270 09 08
RHA 138 NT NT
Dicloro 1000 09 -
M etanol 1000 11 -
Fruto Hexano 1000 10 -
Dicloro 1000 10 12
M etanol 1000 14 10
Hexano 364 - -
Dicloro 270 09 09
Acetato 329 09 09
n-butanol 315 10 10
Hidroalcoolico 228 09 08
Galho Hexano 1000 11 -
Dicloro 1000 14 -
M etanol 1000 12 -
Caule Dicloro 1000 09 -
M etanol 1000 - -
Hexano 1000 - -
Folha Dicloro 1000 - -
M etanol 1000 16 14
Hexano 286 - -
Dicloro 413 o7 10
Acetato 322 08 09
n-butanol 485 09 10

Hidroalcoolico 530 - -

Hexano 1000 - -

NT- N&o testado
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Figura 2. Halos de inibicdo de fracOes de extratos brutos de folhas e frutos de

C. fissilis

FOTOA FOTOB

B.oerens

Da esguerda para a direitac Foto A - FragOes testadas contra B. cereus; Foto B —
FragcOes testadas contra S. aureus. Observar 0 halo maior = Tetraciclina (30 pg/disco); no
sentido horério = Fracfes do extrato metandlico de frutos : Hexano, diclorometano, acetato de
etila, n-butanol (observar halo de inibicdo de 10 mm em ambos microrganismos),
hidroalcodlica.; Fracfes do extrato metandlico de folhas : hexano, diclorometano, acetato de

etila, n-butanol, hidroalcodlica; No centro = DM SO.



4.1.2. Cipadessa fruticosa
Cipadessa fruticosa (sinonimia: Cipadessa baccifera) € amplamente distribuida no
Sudeste da China. Esta planta € bastante utilizada no tratamento de disenteria, coceiras na

pele, maléria e queimaduras (LUO et al., 2000).

Na tabela 4 temos os resultados referentes a atividade de Cipadessa fruticosa sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte. Podemos observar que nesta espécie os extratos brutos
de folha, semente e cabo dos frutos ndo inibiram ou inibiram discretamente o
desenvolvimento do fungo simbionte e portanto estes extratos ndo foram utilizados nas etapas
subsequentes. Os extratos mais ativos foram aguel es obtidos de galhos (hexanico), dos frutos

(diclorometanico) e das cascas dos frutos (aguoso).

Tabela 4. Efeito dos extratos brutos de diferentes partes de
Cipadessa fruticosa sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Org3o Extrato bruto Concentragdo % deinibicéo
(ng/mL) do fungo
Folha Hexano 1000 20
Dicloro 1000 20
Metanol 1000 0
Gaho Hexano 1000 80
Dicloro 1000 40
Metanol 1000 0
Frutos Hexano 1000 0
Dicloro 1000 80
Metanol 1000 0
Agua 562 0
Semente Metanol 1320 0
Agua 1000 0
Cabo dos Frutos Metanol 314 0
Agua 1063 0
Cascados Frutos Metanol 1152 0
Agua 732 80

Controle= 0% deinibicédo
Peso seco (6,5 + 0,3 mg/mL)
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Devido a dificuldade de fracionamento do extrato aguoso (devido a polaridade)
optamos por trabalhar com os extratos do galho (hexanico) e dos frutos (diclorometanico). Na
tabela 5 observamos que as fragdes mais ativas do extrato hexanico de galho foram a acetato
(GHA) e a metandlica (GHM), ambas inibindo o desenvolvimento do fungo simbionte em
80%. Ainda nesta tabela, estéo expressos os resultados das fragdes dos frutos, cujas melhores
atividades foram aquelas obtidas com a fracdo acetato do extrato bruto diclorometénico dos
frutos (FDA) e com uma subfracdo (DDAM) da fracéo dicloro/acetato 1:1 (2), as quais
inibiram o desenvolvimento do fungo simbionte em 40% e 80%, respectivamente. Desta
planta demos prioridade a purificagdo das fraces de galho por produzirem a maior inibicao

em menores concentragdes quando comparadas com as demais.
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Tabela 5. Efeito das fragbes de galho (hexano) e frutos(diclorometano)

de C. fruticosa sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Fracéo Subfragcdo  Concentragdo % deinibicéo
(ug/mL) do fungo
GHH 333 40
GHD 355 40
GHA 448 80
GHM 288 80
FDHD 1:1 500 20
FDD 260 0
FDDA 1:1(1) 500 0
FDDA 1:1(2) 720 20
DDAD 385 20
DDAA 657 20
DDAM 400 60
FDA 1:1(3) 122 0
FDA 200 40
FDAM 1:1(1) 125 20
FDAM 1:1(2) 200 0

Controle = 0% deinibicéo
Peso seco (6,8 + 0,4 mg/mL)

Neste estégio dos ensai 0s ainda ndo podemos saber qual a substancia pura presente nas
fracOes ativas, mas os metabdlitos secundérios mais comuns da familia Meliaceae sdo os
triterpenos e tetranortriterpendides, alguns com excelente atividade no controle de insetos.

Também em outro estudo realizado em C. fruticosa foram isolados dois novos diterpendides



do tipo clerodane, mas sua atividade bioldgica ainda ndo foi determinada (ROJATKAR,;
NAGASAMPAGI, 1994).

Ainda com relagdo aos extratos brutos de Cipadessa fruticosa, outros microrgani smos
também foram testados quanto a sua sensibilidade, pelo método de difusdo em agar, sendo
gue o unico extrato ativo foi 0 metandlico obtido de galho, resultando em halos de inibicdo de
10 mm e 11 mm para B. cereus e S. aureus, respectivamente, nas concentragdes de 1000

ng/mL. Os demais microrgani smos testados ndo foram inibidos por esta substancia.



4.1.3. Trichiliasp., T. pallidaeT. rubra.

Muitas espécies deste género ja foram estudadas e apresentaram diferentes atividades
biol6gicas. Uma delas, a espécie Trichilia emetica é conhecida por possuir atividades contra
Schistosoma haematobium (SPARG et a, 2000). Outra espécie, Trichilia heudelotti, foi
analisada quanto a atividade antimicrobiana e as substancias isoladas de suas folhas (extrato
metandlico) demonstraram pouca inibicdo dos microrganismos testados (ALADESANMI;
ODEDIRAN, 2000). Alguns trabalhos com diferentes espécies de Trichilia relataram a
presenca de tetranortripenoides nas raizes com atividade deterrente (SIMMONDS et al., 2001)
bem como o isolamento de limondide da casca do caule (CORTEZ et al., 2000).

Na tabela 6 temos os resultados obtidos com os extratos de Trichilia . sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte e podemos verificar que os extratos e fragdes de folha
n&o inibiram ou inibiram discretamente (20%) o fungo. Os resultados mais expressivos foram
obtidos com os extratos brutos de galho e dos frutos (hexanicos), ambos inibindo em 60% o
crescimento do fungo. Do fracionamento dos extratos de galhos obtivemos a fragdo mais ativa
(15) que apresentou inibicdo de cerca de 40% , resultado idéntico ao obtido com as fragdes
mais ativas do fruto (3a, 12a, 13a e 11b). A andlise da fracdo 13a mostrou que os principais
compostos presentes eram 0s acidos graxos hexadecandico e oleico. Estes resultados vieram a
confirmar os ensaios realizados por Victor (2001) que, anadlisando a atividade de é&cidos
graxos variando o numero de arbonos de 6 a 31, verificou que a toxicidade para o fungo
esteve entre 6 a 12 carbonos, sendo que, maiores cadeias carbdnicas resultaram na perda da
atividade. Um outro fator verificado foi que o grau de insaturagdes favorecia a atividade
antifungica destes compostos. Segundo Victor (2001), o &cido hexadecandico (palmitico) na
concentragdo de 100 ng/mL ndo inibiu o fungo, enquanto que o acido oleico na mesma

concentracdo inibiu o desenvolvimento do fungo em 40%. Ja o é&cido linoleico (2
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insaturactes) e o linolénico (3 insaturagdes) inibiram 80% o fungo também na concentracéo
de 100 ng/mL.

Tabela 6. Efeito de extratos e fragcdes de Trichilia sp.sobre o desenvolvimento
do fungo simbionte.

Orgfo Extrato Fracéo Concentracéo % deinibicdo
bruto (ng/mL) do fungo
Folha Hexano 1000 20
Dicloro 1000 20
Hexano 500 20
Dicloro 500 0
Metanol 500 0
Acet.Etila 500 20
Metanol 1000 0
Gaho Hexano 1000 60
8 280 0
14 250 20
15 250 40
17 440 0
Dicloro 1000 40
Metanol 1000 0
Fruto Hexano 1000 60
3a 300 40
8a 500 20
9a 500 20
10a 500 20
1lla 500 20
12a 500 40
13a 500 40
1l4a 500 0
15a 500 20
16a 500 20
18a 540 20
19a 470 20
20a 500 0
2la 480 0
22a 433 20
3b 220 0
7b 500 20
8b 500 20
9b 500 20
10b 450 20
11b 500 40
12b 500 20
14b 500 20
15b 500 20
16b 500 0
17b 500 0
Dicloro 1000 20
Metanol 1000 20

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (6,5 + 0,4 mg/mL)
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Extratos de Trichilia sp. também inibiram outros microrganismos (bactérias Gram-
positivas). Os extratos brutos com melhor atividade foram o hexanico e o diclorometanico
(folha, gahos, frutos). Das fragdes resultantes, a mais ativa foi a de nimero 13 (extrato
diclorometanico de galho) responsavel por halos de inibicdo de 12 mm para B. cereus e S
aureus. Ta fracdo foi identificada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG/EM) e o composto majoritério identificado foi o &cido hexadecandico. Este &cido
graxo também foi isolado do extrato (acetato de etila) de Pentanisia prunelloides e
demonstrou atividade antimicrobiana sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Y FF et a., 2002). Os autores usaram metodologia
da microdiluicdo em microplaca para determinar a CIM e os resultados obtidos foram: 390
ng/mL para K. pneumoniae e 780 ng/mL para 0s outros microrganismos descritos. Além da
metodologia utilizada e das linhagens de microrganismos serem diferentes, as CIM’s
encontradas por esses autores foram muito maiores do que as que encontramos em Nossos
testes. Outros acidos graxos também sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas
(OH & MARSHALL, 1993) contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (MONK
et a. 1996) e Candida albicans (BERGSSON et al., 2001). Existe também uma relacdo entre
potencia antibidtico e o grau de insaturacdo dos &cidos graxos, conforme descrito por
Gutteridge et a. (1974) que comparou a atividade antimicrobiana de écidos graxos com
diferentes graus de insaturacéo e verificou que o &cido araquidénico foi mais ativo que o
&cido oléico, sugerindo que tal atividade esta provavelmente associada aos produtos de

oxidacéo formados.
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Figura 3. Halos de inibicdo de fracBes de extratos brutos de

Trichilia sp. (galhos e frutos)

! I'lit.-.tr'fll- SDE EXTRATOS BRUTOS DI
frichilia sp. (GALIOS FFRLTOS)

B.cereus

Da esquerda para a direita: FragOes testadas contra B.cereus e fragdes testadas contra
S. aureus. Observar 0 halo maior = Tetraciclina (30 pg/disco); no sentido horario : fracbes do
fruto: 11ha, 13ha, 14ha, 15ha, 16 ha, 15 hb, 16 D. Fracbes do galho : 12 D, '3 D (Observar
halo de inibi¢do de 12 mm em ambos microrganismos), 14 D. Ao centro = DM SO.

As outras duas plantas, Trichilia pallida e Trichilia rubra, sdo espécies nativas da
regido Amazonica, sendo que a primeira, por ter sido dispersada, pode ser encontrada também
no Rio de Janeiro e Minas Gerais com o nome popular de cangerana (PIOCORREA, 1978).

As partes analisadas foram apenas os galhos e as folhas (extratos hexéanicos e
metandlicos). Na tabela 7 estéo expressos os resultados da atividade destes extratos sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte.Os extratos brutos dos galhos de ambas as espécies nao
inibiram ou apresentaram pouca atividade sobre o fungo (40% de inibicdo). Da mesma
maneira, os extratos brutos da folhade T. pallida também inibiram muito pouco o fungo (20 a

40%). No entanto, o extrato hexanico dafolhade T. rubra inibiu em 60% o desenvolvimento



do fungo simbionte. Tal extrato foi fracionado por particéo liquido-liquido e afragéo hexéanica
foi aque mostrou melhor atividade, inibindo totalmente o fungo simbionte na concentracéo de
500 ng/mL. As demais apresentaram baixa atividade (40 e 20%), embora a quantidade
disponivel dafracdo acetato de etila permitiu-nos testa-la em concentracdo bem menor que as
outras (137 ng/mL) (tabela 7).

Tabela 7. Efeito de extratos de T. pallida e extratos e fragdes de T. rubra
sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Espécie Orgdo Extrato bruto Fragdes Concentragdo % de
(my/mL) inibicdo do
fungo
Trichilia Gaho Hexano 1000 0
pallida Metanol 1000 0
Folha Hexano 1000 40
Metanol 1000 20
Trichilia Gaho Hexano 1000 40
rubra Metanol 1000 0
Folha Hexano 1000 60
Hexano 500 100
Metanol 500 40
Ac. desdila 137 20
Metanol 1000 0

Controle = 0% de inibi¢éo
Peso seco (7,0 £ 0,4 mg/mL)

Estes extratos também foram analisados quanto a acdo antimicrobiana envolvendo
outros microrganismos. Assim, vemos na tabela 8 que os extratos hexanicos (galho) de ambas
espécies apresentaram 0s melhores resultados, inibindo todos os microrganismos Gram-

positivos testados em menor ou maior intensidade.
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Tabela 8. Diametro dos halos de inibicdo dos microrganismos
em presenca de extratos brutos de T. rubra e T. pallida

Espécie Orgdo Extrato bruto Microrganismo (mm)
B.cereus S aureus

Trichilia Gaho Hexano 09 10
pallida Metanol 08 09
Folha Hexano - -
Metanol 09 -
Trichilia Gaho Hexano 10 14
rubra Metanol 09 -
Folha Hexano 13 -
Metanol 08 -

Concentracéo = 1000 ng/disco
- Ausénciadeinibicéo

O extrato hexanico de T. rubra (gaho), devido sua atividade foi fracionado por
particdo liquido-liquido, mas as fracfes resultantes testadas na concentracéo de 475 ng/disco
perderam a atividade. Os extratos de T. pallida que também apresentaram boa atividade, estdo

sendo fracionados.



4.2. Familia Bur ser aceae

Plantas da familia Burseraceae sdo conhecidas por seus exsudatos e resinas ricos em
compostos arométicos utilizados como perfumaria, vernizes, entre outras utilidades (LE
COINTE, 1934). Outra propriedade muito explorada é a atividade farmacoldgica de seus
compostos e neste contexto, a espécie Protium é uma das mais exploradas.

4.2.1. Protium heptaphyllum

Arvore de grande porte chegando até 20 metros de altura, sendo que sua madeira pode
ser utilizada em construgio civil, marcenaria e carpintaria, entre outras aplicagdes. E
encontrada em todo o Brasil, de preferéncia em terrenos arenosos (PIOCORREA, 1978).
Algumas de suas indicagdes terapéuticas sao: sonifera, anti-diarreico, antiinflamatorio, hérnia,
afeccdo dos olhos (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 1995).

Na tabela 9 podemos verificar o efeito dos extratos de Protium heptaphyllum sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte. Nela vemos que foram ativos somente os extratos
brutos hexanico e diclorometanico do galho (inibi¢éo de cerca de 60%). Com as fragcbes 12 e
17 do extrato diclorometanico e as fragdes 9, 10, 13 e 16 do extrato hexanico também
observamos mesma porcentagem de inibicdo. Os componentes dessas fragOes estdo sendo
identificados, mas ja existem estudos indicando a presenca de triterpenos na resina desta
espécie (SUSUNAGA et d. , 2001). Siani et al., (1999) relataram também propriedades anti-
inflamatérias da resina e do Oleo essencial obtido das folhas de diferentes espécies de
Protium. Muitos estudos relatam ainda que este género possui compostos anti-tumorais
(PERNET, 1972), hepatoprotetores (TAMAI et al., 1989) e cercaricidas (FRISCHKORN,
C.G.N; FRISCHKORN,H.R.,1978).

Algumas espécies vegetais, entre elas Protium glabrescens, sdo utilizadas pelos indios

Tacana, na Bolivia, com propésitos medicinais. Em estudo conduzido por Deharo et al.,
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(2001), esta espécie foi avaliada quanto a atividade antimalérica, apresentando resultados

promissores “in vivo”.

Tabela 9. Efeito de extratos brutos e frac6es de Protium
heptaphyllum sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Orgdo Extrato Fragido  Concentracdio % de

bruto (my/mL) inibicéo
do

fungo

Folha Hexano 1000 20
Dicloro 1000 20
Metanol 1000 0
Gaho Hexano 1000 60
1 330 20
4 478 0

6 329 20

7 549 20

8 220 20

9 356 60

10 351 60

12 395 40

13 341 60

14 465 40

15 327 20

16 279 60

17 414 40

18 497 40

19 456 20

20 580 40

Dicloro 1000 60
11 390 0

12 412 60

14 299 20

15 261 20

16 276 20

17 368 60

19 251 20

Metanol 1000 20

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (7,4 + 0,4 mg/mL)
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Os extratos foram também ensaiados com outros microrganismos e, Como nos outros
casos, também ndo apresentaram atividade sobre bactérias Gram-negativas e fungos
leveduriformes. Podemos verificar na tabela 10 que o extrato diclorometanico (galho) inibiu
discretamente a bactéria S. aureus. Apo6s o fracionamento, os melhores resultados foram
observados com as fragdes 12, 15 e 16, cujos halos de inibicdo foram iguais ou levemente
superiores aos observados com o extrato bruto. Dos extratos brutos obtidos com hexano
(galho) n&o verificamos nenhuma inibicdo, embora algumas fragcdes resultantes do
fracionamento tenham se mostrado ativas, como foi o caso das fragdes 9, 10, 12,13, 14, 15, 19
e20.

Tabela 10. Diametro dos halos de inibicdo dos microrganismos em presenga
de extratos e fra¢gdes de P. heptaphyllum

Orgéo Extrato Fracdo Concentragdo Microrganismos (mm)
bruto (ug/disco) B.cereus Saureus
Folha Hexano 1000 - -
Dicloro 1000 08 -
Metanol 1000 - -
Galho Hexano 1000 - -
1 495 - -
4 956 - -
6 493 - -
7 329 - -
8 220 - -
9 356 10 10
10 351 11 11
12 395 12 12
13 341 12 12
14 232 12 12
15 327 10 09
16 279 - -
17 207 11 -
18 373 - -
19 342 10 09
20 217 10 10
Dicloro 1000 - 12
11 390 - -
12 329 10 09
14 299 09 -
15 261 10 09
16 276 12 12
17 368 - 11
19 251 - -
Metanol 1000 - 10

- Ausénciadeinibicéo



4.3. Familia Rutaceae

A familia Rutaceae compreende cerca de 150 géneros, distribuidos nas regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo. S0 plantas arbustivas ou arboreas, de folhas
compostas (JOLY, 1993) e sdo caracterizadas por produzirem acadides, cumarinas e
lignanas como principais metabolitos secund&rios (LEWIS, 1983). No Brasil é citada a
ocorréncia de 200 espécies (PASSADOR, 1996).

4.3.1. Conchocarpuslongifolius

Conchocarpus é um dos géneros com cerca de 45 espécies de distribuicdo geografica
da Nicardgua ao nordeste da Bolivia e sudeste do Brasil (KALLUNKI; PIRANI, 1998). A
espécie estudada quanto ao potencial antimicrobiano foi a C. longifolius. Na tabela 11 temos
os resultados obtidos com os extratos e fragdes desta espécie. Verificamos que os extratos
brutos do peciolo com atividade sobre o fungo simbionte foram os hexanico e
diclorometéanico. O fracionamento destes extratos resultou em muitas frag0es ativas, algumas
delas inibindo totalmente o desenvolvimento do fungo. Essas fragdes foram as de nUmero 7, 9
e 10 (do extrato hexanico) e as de nimero 5, 6, 8, 10, 14 e 15 (do extrato diclorometéanico).
Da fragdo 9 isolamos a substancia pimpinelina, da fragdo 14 isolamos duas cumarinas, a 3-
metoxiangelicina e a esfodina e da fragdo 15 o composto isolado foi a cianocumarina-D.
Também obtivemos fragdes bastante ativas (60% de inibicdo) do fracionamento do extrato
hexanico (fracbes 11 e 12) e do extrato diclorometanico (fragcdes 21 e 22). Asfragdes 12, 20 e
23 (extrato diclorometanico) ndo foram testadas devido a quantidade insuficiente.

A atividade antimicrobiana de outra cianocumarina (3-cianocumarina) ja foi descrita
por Zaha e Hazem (2002). Esfodina tem sido relacionada quanto a atividade antiinflamatéria
(YANG et a. 2002) e fraca atividade fototoxica, enquanto que metoxiangelicina e
pimpinelina estéo relacionados a fortes efeitos fototoxicos (CONCONI et a., 1998; KAVLI et

a., 1983).



Tabela 11. Efeito de extratos e fracdes de Conchocarpus
longifolius (peciolo) sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Orgdo Extrato Fragdo  Concentragdo % de

bruto (mg/mL) inibicdo
do fungo

Peciolo Hexano 1000 100
4 259 0

5 523 40

6 280 20

7 286 100

9 504 100

10 390 100

11 277 60

12 265 60

13 280 60

14 265 40

15 327 40

Dicloro 1000 100
2 351 40

5 404 100

6 285 100

8 330 100

10 276 100

12 331 NT

14 291 100

15 536 100

20 403 NT

21 320 60

22 359 60

23 556 NT

24 413 20

25 506 20

26 311 20

Metanol 1000 0

Controle = 0% de crescimento
NT — N&o testado
Peso seco (7,4 £ 0,4 mg/mL)

Na tabela 12 apresentamos os efeitos dos extratos brutos e fragbes do galho desta
espécie. Podemos observar que todos os extratos foram ativos, sendo que o extrato hexanico e

o metandlico inibiram totalmente o fungo, enquanto que o diclorometénico inibiu cerca de
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80%. Devido a pouca quantidade obtida do extrato hexanico, este novamente foi misturado ao
diclorometénico e dai fracionado. Das fracBes resultantes, testadas em diferentes
concentragOes, os melhores resultados foram obtidos com as fragdes 9, 22, 26, 28 e 30,
inibindo o fungo de 60 a 100%. Tais fracOes estédo sendo purificadas para isolamento dos

compostos ativos.

Tabela 12. Efeito de extratos e fragdes de Conchocar pus longifolius
(galho) sobre o desenvolvimento do fungo simbionte

Orgdo Extrato Fracio Concentracdo % de inibicéo

bruto (mg/mL) do fungo
Gaho Hexano 1000 100
Dicloro 1000 80
2 220 20

6 240 20

7 158 20

8 230 40

9 90 60

12 228 40

13 214 60

19 294 60

20 470 80

22 525 100

23 410 20

24 420 20

25 430 60

26 453 80

27 420 40

28 90 60

29 174 20

30 85 60

Metanol 1000 100

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (7,6 £ 0,4 mg/mL)

Estudos de Mafezoli et al. (2000) com extratos brutos de C. inopinatus e C. longifolius
mostraram que os extratos da folha de C. inopinatus apresentaram atividade tripanossomicida

na concentragdo de 2mg/mL, porém a substancia ativa ndo foi identificada. Extratos foliares
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desta mesma espécie também foram testados anteriormente com o fungo simbionte tendo-se
verificado que um alcaldide do tipo acridona (presente na fragdo dicloro 3/extrato metanol)
inibiu o fungo simbionte em 80% na concentracdo de 100 ng/mL (VICTOR, 2001). Da
espécie Conchocarpus paniculata (syn. Angostura paniculata) também foram isolados
alcaldides do tipo acridona (cuspanina e cusculina), os quais apresentaram moderada
atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata (VIEIRA et al, 1992).

Na tabela 13 temos os resultados com os demais microrganismos testados com 0s
extratos e fragdes de Conchocarpus longifolius (peciolo). Os extratos brutos mais ativos
foram o hexénico e diclorometanico (semelhante aos resultados obtidos com o fungo
simbionte). Esses extratos resultaram em fragdes, das quais as mais ativas foram: 9, 10 e 11
(do extrato hexéanico) , 12 e 15 (do extrato diclorometanico). Algumas fracOes do extrato
diclorometénico como as de nimero 5, 6, 12, 14 e 20 ndo foram testadas contra B. cereus
devido a quantidade insuficiente.

Algumas das substancias que inibiram o fungo simbionte também inibiram as
bactérias Gram-positivas, como foi o caso da fragcdo 9 (pimpinelina) obtida do extrato
hexanico e das fragbes 14 (3-metoxiangelicina e esfodina) e 15 (cianocumarina-D) obtidas
do extrato diclorometanico.

Magalhées (2001), trabalhando com extratos foliares de C. longifolius, verificou que
as fragbes metandlicas do extrato bruto hexénico continham as cumarinas. 3-
metoxiangelicina, 3-6dimetoxiangelicina, cianocumarina-D, pimpinelina e aurapteno e
também uma mistura de esfodina e 3-metoxiangelicina. A mistura desses dois Ultimos
compostos resultou em uma CIM de 57,5 ng/mL para B. subtilis e 7,18 ng/mL para M.
roseus. A autora associou a perda de atividade dos compostos puros a auséncia de sinergismo

entre as mol éculas presentes na fragdo ou a concentragao testada.
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As cumarinas tém sido associadas principalmente a atividade anticoagulante (Simdes
et a., 2002), porém, pesquisas verificaram que elas podem exercer também um potencia
antibacteriano dependendo da estrutura da molécula. Assim, cumarinas dimetoxiladas e com
pelo menos um grupo fendlico (como as cumarinas altamente oxigenadas) podem se tornar
promissoras drogas antibacterianas com amplo espectro de agdo (KAY SER ; KOLODZIE],

1999).

Tabela 13. Diametro dos halos de inibig¢do dos microrganismos em
presenca de extratos e fragdes de C. longifolius (peciolo)

Orgéo Extrato Fragéo Concentragdo  Microrganismos (mm)
bruto (Mg/disco) B.cereus Saureus
Peciolo Hexano 1000 20 16
4 259 - -

5 261 08 -

6 280 08 -

7 286 11 09

*h 252 12 09

10 390 12 09

11 283 14 09

12 265 - -

13 210 10 08

14 365 - -

15 327 - -

Dicloro 1000 14 16
2 382 - -

5 295 NT 10

6 208 NT 10

12 360 NT 12

14° 215 NT 08

15° 391 10 11

20 294 NT 09

21 334 09 09

22 275 - -

23 568 09 09

24 316 - -

25 387 - -
26 324 - -
Metanol 1000 - -

NT- Néo testado; a= pimpineling; b = esfodina + 3-metoxiangelicina; ¢ = cianocumarina-D



Natabela 14, podemos verificar os resultados obtidos com os extratos brutos e fragoes
de galho de C. longifolius. Neste caso, os melhores resultados foram com os extratos
diclorometanico e metandlico. O extrato metandlico esta sendo fracionado, enquanto que as
frag0es que estdo descritas na tabela sfo as obtidas do fracionamento da mistura dos extratos
hexanico e diclorometanico. Nota-se que a fragdo 22 foi a que apresentou maiores halos de
inibicdo. Esta fracdo também foi a mais ativa contra o fungo simbionte, indicando resultados

promissores.

Tabela 14. Diametro dos halos de inibig¢do dos microrganismos em
presenca de extratos e fragdes de C. longifolius (galho)

Orgdo Extrato Fracdo Concentragcdo Microrganismo (mm)

bruto (ng/disco) B.cereus Saureus
Gaho Hexano 1000 - 08
Dicloro 1000 10 09
2 248 12 -
6 262 - -
8 246 - 08
12 356 08 10
13 342 - 09
19 328 - -
20 495 - -
22 540 10 10
23 438 - -
24 451 - -
25 462 - -
26 350 - -
27 448 - -
28 400 - -
30 300 - -
Metanol 1000 10 09

NT — N&p Testado
Ausénciadeinibicéo
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ESTRUTURA DOS COMPOSTOS ATIVOS OBTIDOS DE C.longifolius (PECIOLO)

OCHs

Pimpinelina

Esfodina Cianocumarina-D
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4.4. Substancias puras
4.4.1 Substancias purasisoladas de Pilocarpus grandiflorus (Rutaceae)

Além dos extratos brutos, fracdes e subfracfes, algumas substancias puras isoladas de
extratos vegetais e que apresentaram alguma atividade bioldgica ou estrutura semelhante a
alguma molécula com atividade conhecida, também foram testados quanto a atividade sobre o
fungo simbionte.

O género Pilocarpus contém 16 espécies, estendendo-se do sul do México e América
Central até a América do Sul (SKORUPA, 1996). Entre as plantas nativas do Brasil, algumas
espécies de Pilocarpus representam importantes fontes de compostos farmacol ogicamente
ativos (PINHEIRO, 1997; ROBERTS et d., 1996).

Na tabela 15 podemos ver os resultados das substancias isoladas de caule e de galho
de Pilocarpus grandiflorus.

Tabela 15. Efeito de substancias isoladas do extrato diclorometanico
(caule e galho) de P.grandiflorus sobre o desenvolvimento do fungo

simbionte
Substancia Concentracdo % de
(mg/mL) inibicdo
do fungo
siringaldeido 50 80
Acido vanilico 50 80
Arl 50 0
3b-hidroxi-stigmast-5-en-7-ona 60 20
Ester6ide 5 35 20
4-metoxi-2-quinolona 60 20
Acido N",N"-dimetilantranilico 50 20

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (6,4 + 0,4 mg/mL)

Estudos realizados por Zancul (2001) analisando o efeito de diferentes partes de P.
grandiflorus sobre o desenvolvimento do fungo simbionte, demonstraram que tanto o extrato
diclorometanico de caule como de galho, na concentracdo de 1000 ng/mL, apresentaram
100% de inibicdo. A partir dai, seguiram-se os procedimentos de purificacdo (GODQY et d.,

2002) até a obtencdo das substancias relacionadas na tabela 15, das quais as de melhor
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atividade (80% de inibicéo) foram os compostos arométicos siringaldeido e acido vanilico,
ambos isolados do caule. A substdncia Arl ainda estd sendo identificada. As demais
substéncias foram obtidas do extrato de galho, mas perderam a atividade quando isoladas,
indicando novamente um possivel sinergismo entre elas.

O &cido vanilico ja demonstrou possuir propriedades diversas, como a inibicdo de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Bacillus cereus na concentragdo de 400 ng/ml.
Apresentou ainda atividade contra os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
assim como ainibi¢éo da producéo de aflatoxina por ambos, na concentragcéo de 200 ng /mL
(AZIZ et d., 1998). Estudos revelaram ainda a propriedade antioxidante deste acido (HUNG;
YEN, 2002) podendo, tal efeito, ser um de seus mecanismos de agao.

A atividade antimicrobiana do acido vanilico pode estar relacionado com a sua
presenca fregliente em compostos vegetais, pois ele também é encontrado em plantas de
outras familias e tal atividade pode ser um mecanismo de defesa contra microrganismos
fitopatogenos (FERNANDEZ et al., 1996). Esta relacdo também pode se aplicar ao
siringaldeido, pois este composto também € encontrado em diferentes espécies vegetais
(SHARP et a., 2001; OKUYAMA et a.,1995; WU et al.,1995). Além disso, também é
encontrado em prépolis e tem demonstrado atividade antibacteriana (BANKOVA et al., 1996)

e antiinflamatéria (FARAH; SAMUELSSON, 1992).
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Figura 6. Efeito do acido vanilico sobre o desenvolvimento do fungo simbionte

Da esquerda para a direitas 2 tubos da esquerda CD = controle do solvente
(diclorometano); 2 tubos a direita = &cido vanilico (50 pg/mL). Observar que a area de
crescimento e densidade micelial foi reduzida em 80%.

ESTRUTURA DOS COMPOSTOS AROMATICOS ATIVOS ISOLADOS DE
P.grandiflorus (EXT. DICLOROMETANICO DO CAULE)

(/ H OH

Sringaldeido Acido vanilico
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Destas substancias isoladas de P. grandiflorus, devido a quantidade disponivel,
somente as obtidas de galho (3b-hidr oxi-stigmast-5-en-7-ona, Ester 6ide 5, 4-metoxi-2-quinolona
e Acido N",N"-dimetilantranilico) foram testadas em outros microrganismos, sendo que, nas
concentragdes entre 40 e 100 ng/disco ndo houve inibi¢do para os fungos leveduriformes, nem

mesmo para as bactérias testadas nas concentractes de 100 ng/mL.

4.4.2. Substancias pur asisoladas de Adiscanthus fusciflorus (Rutaceae)

Na tabela 16 estdo expressos os resultados obtidos com as substéncias isoladas do extrato
metandlico de Adiscanthus fusciflorus (raiz). Nela podemos observar que aisopimpinelina e
a dictamina inibiram totalmente o desenvolvimento do fungo simbionte enquanto que a
esguimianina inibiu 80%, todas agindo em baixas concentracBes. A substancia A1 é um
acucar ainda ndo identificado, o qual foi inativo. Das substancias isoladas do extrato hexanico
(raiz), T12 inibiu 80%, enquanto que T13 inibiu 60%. T11 ndo apresentou boa atividade

(40%) (tabela 16).

Tabela 16. Efeito de substancias isoladas do extrato
metandlico e hexanico de A.fusciflorus (raiz)
sobre o desenvolvimento do fungo simbionte.

Substancia Concentracdo % deinibicéo
(mg/mL) do fungo
Al 50 0
I sopimpinelina 64 100
Esquimianina 72 80
Dictamina 60 100
40 40
T11 75 40
T12 100 80
T13 60 60

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (6,0 + 0,4 mg/mL)
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Destas substéncias ativas, as mais conhecidas sdo os alcal6ides furanoquinoldnicos
dictamina e esquimianina. A dictamina ja demonstrou atividade deterrente para insetos
adultos e larvas de T. castaneum e S. zeamais (pragas de produtos estocados) (LIU et al,
2002). Estes autores isolaram a dictamina da casca da raiz de uma planta medicinal chinesa
(Dictaminus dasycarpus Turcz- Rutaceae) a qual também possui aplicacfes nos tratamentos
de tosse, reumatismo e outras doencas. NO entanto, esta substéncia possui comprovada
atividade mutagénica (MIZUTA; KANANMORI, 1985) inviabilizando seu uso para 0s nossos
propésitos. A esquimianina jafoi isolada de outra planta (fracgo acetato/extrato hexanico de
folhas de Raulinoa echinata) e também apresentou 80% de inibic¢éo sobre o fungo simbionte
na concentragdo de 100 ng/mL (VICTOR, 2001). Além disso, ja foi relatada sua atividade
contra Leishmania amazonensis (MURIITHI et d., 2002) e fraca atividade antimicrobiana
(MITSHCER et dl., 1975).

Poucos sd0 os dados sobre a isopimpinelina, mas, ao contrario do seu isdbmero
pimpinelina, ndo é considerada fototdxica (KAVLI et a., 1983).

A substancia A1 é um agUcar cuja estrutura ainda ndo foi identificada e as substéncias
T11, T12, e T 13 sdo derivados do &cido dihidrocindmico, mas ainda ndo foram identificados.

Estas substancias, com excegdo da T13, foram testadas quanto a atividade antibacteriana
(CIM) pelatécnica do TTC. Os valores encontrados para B. cereus, B. subtilis, S. aureus, M.
roseus, P. aeruginosa e E. coli foram maiores que 100 ng/mL .

Para os fungos C. albicans, Cr. laurentii, S. cerevisiae, T. cutaneum, C. krusei,
Geotrichum sp. e R. rubra os testes de inibi¢éo foram realizados por meio de discos de papel
defiltro e o Unico halo de inibic¢éo observado foi 0 da substancia dictamina, na concentracéo

de 50 ng/disco em relagdo ao T. cutaneum (11 mm).
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Figura 7. Efeito de T12 sobre o desenvolvimento do fungo simbionte

Da esquerda para a direita: 2 tubos da esquerda CD = controle do solvente (diclorometano); 2
tubos a direita = T12 (100 pug/mL). Observar que a area de crescimento e densidade micelia

foi reduzidaem 80%.

Figura 8. Efeito de T13 sobre o desenvolvimento do fungo simbionte

Da esguerda para adireita: 2 tubos da esquerda CD = controle do solvente (diclorometano); 2
tubos a direita= T 13 (60 pg/mL). Observar que a area de crescimento e densidade micelia

foi reduzidaem 60%.
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ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS ATIVOS ISOLADOS DE Adiscanthus fusciflorus
(EXT. METANOLICO DA RAIZ)

OCH; OCH;
Y
HLO y= 0
OCH, OCH;
isopimpinelina esquimianina dictamina

4.4.3. Substancias purasisoladas de Trichilia rubra (M eliaceae)

A substancia isolada do extrato hexanico da folha de Trichilia rubra (TR2) analisada na
concentracdo de 50 ng/mL ndo apresentou atividade sobre o fungo simbionte. Nesta
concentragdo também ndo inibiu os demais microrganismos testados. Adicionalmente, as
substancias lupeol e frideling, isoladas do extrato metandlico, também ndo inibiram o fungo
simbionte nas concentragbes de 60 e 50 ng/mL, respectivamente. No entanto, a fridelina
inibiu M. roseus e B. subtilis na concentragcéo de 100 ng/mL. A quantidade que restou destes
testes foi utilizada para o teste de difusdo em &gar com os outros fungos e nenhum deles foi
inibido, mas a concentracdo testada foi muito baixa (22 ng/disco para lupeol e 10 ny/disco
parafrideling).

4.4.4. Substancias purasisoladas de Citrus limonea (Rutaceae)

Esta espécie é uma arvore pequena de 3 a 6 metros de altura. O suco do liméo € muito
acido, tendo propriedades antiespasmaodica, diaforética, contra o escorbuto e nevralgias, entre
outras de conhecimento popular. Existem duas variedades que se desdobram em numerosas

subvariedades (PIOCORREA, 1978).
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Na tabela 17 estdo expressos os resultados obtidos com as cumarinas isoladas do
extrato diclorometanico daraiz da planta Citrus limonea. Podemos observar que as cumarinas
suberosina e xantoxiletina foram as mais ativas inibindo totalmente o desenvolvimento do
fungo simbionte.

Tabela 17. Efeito de cumarinas isoladas do extrato
diclorometénico de Citrus limonea (raiz) sobre
0 desenvolvimento do fungo simbionte.

Substancia Concentracéo % deinibicéo
(my/mL) do fungo
Angelica 72 40
Cumarina 02 70 0
Suberosina 72 100
Xantoxiletina 80 100
Clausarina 75 0

Controle = 0% de crescimento
Peso seco (6,4 + 0,4 mg/mL)

ESTRUTURAS DAS CUMARINAS ATIVAS ISOLADAS DE Citrus limoneae (EXT.
DICLOROMETANICO DA RAIZ)

Suberosina Xantoxiletina

Victor (2001) observou 100% de inibigdo do fungo simbionte com uma cumarina
(xantiletina, na concentragdo de 25nmg/mL) isolada de Pilocarpus riedelianus. Xantiletina e
suberosina possuem atividade antiproliferativa de células cancerosas (KAWAII et a., 2001) e

xantoxiletina tem sido estudado quanto ao efeito antiagregante plaguetério (TENG et d,
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1992). Estas substancias foram testadas contra os fungos leveduriformes, sendo que a
clausarina na concentracdo de 60 ng/disco e as demais na concentracdo de 42 nyg/disco, ndo

apresentaram atividade.

As cumarinas angelical, cumarina 02, suberosina e xantoxiletina foram testadas
com as bactérias na concentracdo de 100 ng/mL e todas foram inativas.

4.4.5. Mexicanolideo, Astilbina e Flavona.

Destas substancias puras, a Unica que apresentou alguma atividade foi a flavona. Na
concentragdo de 25 ng/mL inibiu totalmente o fungo simbionte. Em estudos anteriores
realizados por Victor (2001), ja havia inibido 80% o fungo simbionte na concentracéo de 22
ng/mL. Realizamos também ensaios com as bactérias e ndo houve inibi¢do na concentracdo
de 100 ng/mL, masinibiu Cr. laurentii, R.rubra, Scerevisiae, T. cutaneum e C. albicans, em
diferentes intensidades na concentragcdo de 50 ng/disco. Existem muitos estudos que relatam o
potencia deste flavondide sobre diferentes espécies de fungos (SILVA et a., 1998; PICMAN
et a., 1995, WEINDENBORNER; JHA, 1997), no entanto, o efeito antifingico em T.

cutaneum ainda ndo havia sido descrito.
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5.CONCLUSOES:

5.1. Familia M éliaceae:

5.1.1. Cedrelafissilis:

Em relacdo ao fungo simbionte : As substancias ativas foram os policetideos (100%
de inibigdo na concentragéo de 42 ng/mL) .

Em relagdo aos microrganismos. Melhores resultados obtidos com a fragdo n-
butandlica do extrato metandlico (fruto) (halos de inibicdo de 10 mm para B. cereus e S.
aureus na concentragao de 315 ng/disco).

5.1.2.Cipadessa fruticosa :

Em relacéo ao fungo simbionte: Melhores resultados obtidos com as fragdes acetato e
metanol do extrato hexanico de galho (80% de inibicdo nas concentragbes de 448 e 288
ng/mL, respectivamente).

Em relagdo aos microrganismos. Melhores resultados obtidos com extrato metandlico
de galho (halos de inibicdo de 10 e 11 mm para B. cereus e S. aureus, respectivamente, na

concentracdo de 1000 nyg/disco).



5.1.3. Trichilia sp.:

As substancias responsaveis pela inibicdo parcial do fungo simbionte foram : acido
hexadecandico (palmitico) e oleico presentes na fracdo 13a do extrato hexanico de fruto
(40% de inibi¢éo na concentracéo de 500 ng/mL).

Em relacdo aos microrganismos, a substancia ativaisolada foi o acido hexadecanoico
(palmitico) obtido da fracdo 13 do extrato diclorometénico de galho (12 mm de halo de
inibicéo paraB. cereuse S. aureus na concentracdo de 215 ng/disco).

5.1.4.TrichiliapallidaeT. rubra:

Os melhores resultados com o fungo simbionte foram obtidos com a fracdo
hexano/extrato hexano de T. rubra (100% de inibigdo na concentragdo de 500 ng/mL).

Extratos de T. pallida ndo apresentaram bons resultados de inibi¢éo para o fungo.

Em relagdo aos microrganismos, os melhores resultados de T. pallida foram os obtidos
com o extrato bruto hexanico de galho (halos de inibicdo de 09 e 10 mm para B.cereus e S.
aureus, respectivamente). O extrato mais potente de T. rubra (extrato hexanico de galho)
guando fracionado, perdeu a atividade.

A substéncia fridelina (isolada do extrato metandlico foliar de T. rubra) foi ativa para
M. roseus e B. subtilis (CIM de 100 ng/mL).

5.2.Familia Rutaceae:

5.2.1.C. longifolius:

Frac&o 9/extrato hexanico do peciolo:

Substancia encontrada: pimpinelina

Ac8o no fungo simbionte: 100% de inibi¢&o na concentragcdo de 504 ng/mL.

Ac¢80 nos outros microrganismos. Halos de inibicéo de 12 e 9 mm para B.cereus e S,
aureus, respectivamente, na concentracdo de 252 ng/disco.

Fracdo 14/extrato diclorometénico do peciolo :
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Substancias encontradas: 3- metoxiangelicina + esfodina.

Ac8o no fungo simbionte: 100% de inibicdo na concentracdo de 291 ng/mL.

Ac¢do nos outros microrganismos. Halo de inibicdo de 08 mm para S. aureus na
concentracéo de 215 ng/disco.

Fracdo 15/ extrato diclorometénico do peciolo :

Substancia encontrada: cianocumarinaD.

Ac8o no fungo simbionte :100% de inibigdo na concentracdo de 536 ng/mL.

Ac¢80 nos outros microorganismos : Halos de inibicdo de 10 e 11 mm para B. cereus e
S. aureus naconcentracdo de 391 ny/disco.

FracOes 9, 22, 26, 28 e 30 dos extratos hexano + diclorometano (galho) : 60 a 100 %
de inibicdo do fungo simbionte em concentragdes variadas.

Fracoes 12 e 22 do extrato hexano + diclorometanico de galho : Inibicdo de B. cereus
e S aureus em diferentes intensidades nas concentracbes de 356 e 540 ng/disco,
respectivamente.

5.2.2.Pilocarpus grandiflorus:

As substancias responsaveis pela inibicdo do fungo simbionte foram os compostos
arométicos:. siringaldeido e &cido vanilico (80% de inibi¢&o na concentragdo de 50 ng/mL).

5.2.3. Adiscanthus fusciflorus:

Substancias que inibiram o fungo simbionte : Cumarina isopimpinelina, acadide
dictamina (100% de inibicdo nas concentracbes de 64 e 60 ng/mL, respectivamente) e
acaldide esquimianina (80% de inibic¢do na concentragdo de 72 mg/mL).

Em relagdo aos microrganismos a dictaminafoi ativa apenas contra T. cutaneum (halo
de inibicdo de 11 mm na concentracdo de 50 ng /disco), ndo inibindo C. albicans, Cr.

laurentii, Geotrichum sp., C. krusei, R. rubra e S. cerevisiae.
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5.2.4.Citruslimoneae

As substancias que inibiram o fungo simbionte foram as cumarinas : suberosina e
xantoxiletina (100 % de inibicdo nas concentragdes de 72 e 80 ng/mL, respectivamente).

5.3.Familia Bur ser aceae:

5.3.1.Protium heptaphyllum:

Em relagdo ao fungo simbionte, as fragOes ativas foram : Frages 9, 10, 13 e 16
(extrato hexéanico de galho), todas com 60% de inibicdo em concentractes variaveis (entre
279 a356 ng/mL).

Em relacdo aos microrganismos, as fragoes ativas foram : Fragdes 9, 10, 12, 13, 14,
15, 19 e 20 (extrato hexanico de galho) e fragdes 12, 15 e 16 (extrato diclorometanico de
gaho), todas inibiram B. cereuse/ou S. aureus em diferentes intensidades e em concentragoes
variaveis.

5.4.Flavona, M exicanolideo e Astilbina :

Destas substéancias, apenas a flavona foi ativa, inibindo em diferentes intensidades os
seguintes fungos: C. laurentii, R. rubra, S. cerevisiae, T. cutaneum e C. albicans na
concentracao de 50 ng/disco. Nesta concentragéo ndo inibiu C. krusei e Geotrichum sp.

Todos os extratos e derivados testados ndo foram ativos contra as bactérias Gram-

negativas.
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