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RESUMO

As formigas cortadeiras Atta sexdens, conhecidas popularmente como satvas,
sdo consideradas pragas agricolas, e sdo controladas principalmente por inseticidas
toxicos, altamente inespecificos, prejudiciais ao homem e outros animais, além de
poluir o solo e a 4gua.

Estas formigas extraem seus nutrientes através da degradacao da matéria vegetal,
realizada por polissacaridases (especialmente pectinases), que estdo presentes em seu
fluido fecal e sdo produzidas pelo fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
Assim, a inibicdo de pectinase seria uma estratégia promissora para controlar as
formigas cortadeiras na agricultura de modo mais especifico.

No presente trabalho, nds buscamos inibidores de pectinase do fluido fecal em
varias partes de 22 espécies vegetais, ensaiando 126 extratos brutos, 99 fragcdes ou sub-
fragdes e 41 substancias puras isoladas destes vegetais. Nossos resultados indicam que
(1) Cedrela fissilis (Meliaceae) contém inibidores da pectinase presente no intestino das
formigas. (2) O flavonoide (-)-catequina foi identificado como composto majoritario ou
puro de todas as fragdes ativas dos extratos de Cedrela fissilis. (3) O flavonoide
(-)-catequina, purificado de Cedrela fissilis, assim como extratos desta planta contendo

majoritariamente (-)-catequina, inibiram a atividade de pectinase contida no fluido fecal,



mas ndo a atividade de pectinase contida nos jardins de fungo, que provavelmente
contém inibidores da a¢do da (-)-catequina. Assim, sugerimos que o jardim de fungo

funciona como uma barreira protetora para as formigas.



ABSTRACT

The leaf-cutting ants Atta sexdens are agricultural pests controled by chemicals
which are toxic, not specific and harmful to man, other animal and water resources.
They feed on the degradation products of plant material which they cut, harvested to
their nest and offer to a symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus, which grows
on this plant material to form the so-called fungus garden. The fungus produces
polysaccharidases (especially pectinase) which the ants concentrate in their intestine and
secretes in the faecal fluid. Thus, pectinase inhibition would negatively affect the ants
nutrition and could be a promising strategy for the control of leafcutters.

In the present work, we have searched for pectinase inhibitors in 126 extracts, 99
fractions or sub-fractions and 41 compounds which have been isolated from 22 plant
species. Our results showed that (1) Cedrela fissilis (Meliaceae) contains inhibitors of
the pectinase which is contained in the ants’ faecal fluid. (2) (-)-Catequin, a flavonoid,
was the major or the unique compound in every C. fissilis preparation inhibiting the
pectinase activity of faecal fluid. (3) These preparations, however, have not inhibited
the pectinase activity of the fungus garden.

We suggest that the fungus garden acts as a barrier which protects the fungal

enzymes against harmful compounds which may be introduced in the ants’nest.



INTRODUCAO

O fungo Leucoagaricus gongylophorus ¢ cultivado pelas formigas cortadeiras,
desenvolvendo-se uma relagdo de simbiose obrigatoria.

O fungo fornece alimento e enzimas as formigas, que disseminam o
microrganismo, além de coletar e preparar substrato para o seu crescimento cortando
folhas, que sdo carregadas para o interior dos ninhos.

Embora sejam poucas as espécies de formigas pragas, problemas econdmicos,
com saude publica e agricultura podem ser extensos (WILLIAMS, 1990).

Como muitas plantagdes agricolas, especialmente monoculturas, sdo afetadas
negativamente em virtude do corte realizado pelas formigas, as cortadeiras sao
consideradas pragas, causando prejuizos econdmicos na agricultura.

A forma de controle dessas pragas mais comumente utilizada pelos agricultores
envolve métodos quimicos que, embora sejam eficazes, muitas vezes possuem efeito
temporario, sdo caros, alguns deles toxicos, que provocam danos a natureza, € com
amplo espectro de agdo, afetando organismos importantes para o ecossistema (FORTI &

BOARETTO, 1997; WILLIAMS, 1990).



Portanto, torna-se necessaria a substituigdo de compostos quimicos tradicionais
por outros que sejam menos nocivos ao meio ambiente e, a0 mesmo tempo, especificos
no combate as formigas cortadeiras.

Existe uma seletividade por parte das formigas cortadeiras quanto ao substrato
vegetal coletado para o cultivo de seu fungo simbionte. Considerando que algumas
plantas ndo sdo atacadas, estas poderiam ser estudadas quanto a sua composicao quimica
e possivel presenca de metabdlitos secundérios, os quais poderiam ser selecionados se
resultassem num efeito toxico sobre estes insetos pragas. Dessa forma, seriam
produzidos inseticidas alternativos através de substancias isoladas de extratos vegetais.

Outro caminho seria utilizar compostos que inibissem as polissacaridases,
presentes no intestino das cortadeiras e nas culturas fingicas no interior dos
formigueiros. Estas enzimas sdo produzidas pelos insetos, ou pelo préprio fungo
simbionte, ¢ degradam os polissacarideos vegetais, possibilitando o acesso das formigas
aos nutrientes derivados do substrato foliar (MARTIN & WEBER, 1969). Entre estas
enzimas ha a atividade predominante de pectinases (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et
al., 2003), o que faz destas um alvo preferencial para o controle das cortadeiras.

Resultados iniciais (ZAVAN, 2002) detectaram que a atividade de pectinases
presentes no intestino das formigas cortadeiras foi inibida na presenga de extratos brutos
metanolicos de diferentes partes de Cedrela fissilis (cedro rosa).

O objetivo deste trabalho foi testar sub-fragcdes destes extratos de Cedrela fissilis
que apresentaram inibicdo da atividade de pectinase, além de extratos provenientes de
outras plantas, sobre a atividade destas enzimas presentes no fluido fecal de operarias de
Atta sexdens rubropilosa (Forel), a fim de subsidiar a busca de substincias para
selecionar possiveis inseticidas especificos para as cortadeiras.

Além disso, alguns extratos também tiveram seu efeito testado sobre a atividade
enzimatica de pectinase presente no jardim de fungo de um ninho de Atta sexdens

rubropilosa.



REVISAO DA LITERATURA

As formigas cortadeiras como pragas agricolas

As formigas cortadeiras coletam vegetais que sdo utilizados como substrato para
o cultivo do fungo simbionte. Este hébito faz com que sejam vistas como pragas
agricolas, uma vez que podem diminuir a produtividade de colheitas, acarretando em
graves prejuizos aos agricultores.

Desse modo, as cortadeiras sdo consideradas de grande importancia econdmica,
principalmente pelo fato de quase todas as plantas cultivadas na agricultura poderem ser
cortadas. O elevado nimero de colonias que podem se estabelecer numa determinada
area e o dificil e dispendioso combate desta praga aumentam a gravidade do problema.

Para o combate as formigas cortadeiras os agricultores, visando resultado rapido,
utilizam  principalmente métodos quimicos, tais como iscas granuladas e
termonebuliza¢do, mas que causam efeitos nocivos ao meio ambiente, homem e outros
animais.

Assim, os métodos geralmente utilizados possuem limitagcdes e desvantagens,

evidenciando-se a importancia de estudos que visem novas alternativas de combate as



formigas cortadeiras de maneira a substituir estas técnicas, visando aumentar sua

eficiéncia e ndo impactar negativamente a natureza.

Métodos atuais de controle

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para controlar as formigas cortadeiras,
tais como: controle mecanico, controle cultural, controle biolégico e controle quimico.

O controle mecanico consiste na retirada da rainha através de escavagdo do
ninho com auxilio de uma enxada e pa. Esta técnica pode ser utilizada em pequenas
areas, desde que os ninhos sejam superficiais (DELLA LUCIA, 1993). Contudo, de uma
maneira geral trata-se de uma alternativa de controle inviavel devido ao grande esfor¢o
requerido na maioria dos casos (FORTI & BOARETTO, 1997).

No controle cultural o solo ¢ preparado com aragdo e gradagem, no caso de
formigueiros com até 4 meses de idade, que nao sdo profundos (DELLA LUCIA, 1993).
Entretanto, quando este método ¢ utilizado em formigueiros adultos com maior
profundidade, desestrutura o monte de terra solta, podendo dar a falsa impressao de que
o ninho foi controlado, quando, na verdade, este teve sua atividade cessada apenas
temporariamente (FORTI & BOARETTO, 1997).

No controle biolégico sdo utilizados para a regulagdo das populagdes de
formigas cortadeiras inimigos naturais como: predadores (passaros, aranhas, acaros e
besouros), parasitdides e microrganismos patogénicos (fungos, bactérias e virus), os
quais, muitas vezes, ndo sdo especificos ao alvo. As formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte possuem estratégias de defesa impedindo a agdo do patégeno, o que
compromete a eficiéncia do método (FORTI & BOARETTO, 1997).

Os métodos quimicos t€m sido efetivamente utilizados desde a década de 50,
quando os inseticidas foram sintetizados. O controle quimico, variando na formulagado e
modo de aplicacdo, ¢ o unico com tecnologia disponivel para utilizacdo pratica no
controle de formigas cortadeiras. Podem ser classificados como formicidas pos,
formicidas liquidos, fumigantes, termonebulizados, nebulizados ¢ iscas toxicas.

Formicidas-pds sao inseticidas formulados em veiculos solidos e aplicados com

equipamentos manuais no interior do formigueiro. Apresentam como limitacdo a



impossibilidade de penetracdo nas camaras de ninhos adultos de Atta devido a
complexidade estrutural de camaras e tineis, além da profundidade.

Este método ainda pode tornar-se ineficiente se o solo estiver imido, pois o
produto fica aderido ao solo, ou ainda quando ocorre separagdo de fases, fazendo com
que este seja aplicado de forma irregular no formigueiro. Outra desvantagem ¢ que a
terra solta necessita ser removida 24 a 48 horas antes da aplicacdo (FORTI &
BOARETTO, 1997).

Os formicidas liquidos sdo produtos com baixa eficiéncia, uma vez que ha a
necessidade do contato com as formigas, exigindo que o ninho seja perfurado, além de
haver perda do produto por absor¢do do solo. Assim, estes foram substituidos por iscas
toxicas ou liquidos termonebulizaveis (FORTI & BOARETTO, 1997).

Os fumigantes consistem no emprego de gases toxicos, como brometo de metila,
utilizados para controle de formigas cortadeiras. Apesar de eficaz, possui custo muito
elevado, havendo a necessidade de mao de obra especializada para a aplicagdo, além de
ser um produto de alta periculosidade, muito toxico ao homem, podendo causar sérias
queimaduras, irritacdo nos olhos e nariz (FORTI & BOARETTO, 1997; DELLA
LUCIA, 1993).

Na termonebulizacdo, o produto ¢ aspergido em 6leo mineral ou diesel através
de uma fumaga sob calor, sendo aplicado diretamente nos orificios dos formigueiros. E
um método eficiente no combate a grandes ninhos e areas extensas, entretanto a
manuten¢do dos equipamentos utilizados na aplicagao o torna economicamente inviavel,
além de haver risco de intoxica¢do do aplicador (FORTI & BOARETTO, 1997).

Este método ainda apresenta desvantagens operacional e econdmica, devido ao
transporte € manutengdo do equipamento (DELLA LUCIA, 1993).

Na nebulizagdo, o produto ¢ veiculado por gases butano e propano, a frio.
Porém, sua distribui¢do no interior do formigueiro pode ser comprometida pela
complexidade do ninho.

Esta técnica ¢ eficiente apenas para formigueiros novos (menores que 1 m?), no
caso de formigueiros maiores ocasiona um disturbio nas colonias, a populagdo de
formigas ¢ reduzida, mas ¢ inativada apenas temporariamente. H4 baixa eficiéncia de

controle em ninhos adultos de A#ta (FORTI & BOARETTO, 1997).



As iscas toxicas constituem-se do emprego de um atrativo adicionado a um
principio ativo toxico na forma de pellets, os quais sdo distribuidos nas trilhas para que
sejam transportados pelas formigas até o interior do ninho.

Embora seja um método muito comum, eficiente, pratico e econdomico, também
possui suas limitagdes no uso: ndo pode ser usado em periodos de chuva e em areas
muito extensas, também ha a possibilidade de intoxicacdo de animais silvestres (FORTI
& BOARETTO, 1997; DELLA LUCIA, 1993).

E necesséario que o produto aja por ingestio, seja inodoro, nio repelente, nio seja
danoso ao ambiente, seja letal a baixas concentragdes e apresentar agao toxica retardada.
O dodecacloro, um organoclorado, continha todas essas caracteristicas associadas,
porém, por ser persistente no solo e bioacumulativo, foi proibido em 1992 (FORTI &
BOARETTO, 1997).

Hé a procura de novos principios ativos a serem incorporados as iscas, que
atuem com menor impacto ao ambiente (DELLA LUCIA, 1993).

Pode-se perceber que os métodos descritos possuem desvantagens e limitagdes,
podendo ser perigosos, toxicos, dispendiosos ou ndo eficazes em todos os casos.

Muitas vezes, as medidas de controle provocam dano indevido ao meio ambiente

e acabam aumentando a populacdo de formiga (WILLIAMS, 1990).

A simbiose entre fungos e formigas da tribo Attini

Alguns fungos do género Leucoagaricus estabelecem relacdo simbionte
obrigatoria com as formigas cortadeiras da tribo Attini nos géneros Atta e Acromyrmex.

Durante a evolugdo, o fungo parece ter reduzido a capacidade de formar
basidiocarpos ¢ produzir esporos, além de perder a capacidade de competir com outros
microrganismos por substrato, dependendo, assim, das formigas para dispersdo e
protecdo (BASS & CHERRETT, 1994).

O fungo fornece as formigas alimento e enzimas polissacaridasicas que facilitam
a degradacdo dos polissacarideos presentes no material vegetal que carregam para os
ninhos, possibilitando a obten¢dio de nutrientes assimiléveis por elas (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990; SIQUEIRA, 1998; SILVA, 2000). Em troca, a formiga coleta e prepara

0 substrato 6timo para o crescimento do fungo, além de dissemina-lo na natureza, uma
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vez que o inoculo do fungo ¢ levado na cavidade bucal de uma rainha fecundada, que
formard um novo formigueiro (IHERING, 1898 apud DELLA LUCIA, 1993). Ainda, a
formiga produz compostos antimicrobianos em suas glandulas mandibulares, que sdo
aplicados a cultura de fungo, reduzindo a contaminagdo por outros microrganismos
(QUINLAN & CHERRETT, 1977).

Apoés a preparagdo do substrato, o fungo ¢ inoculado e desenvolve-se
predominantemente no estado vegetativo, formando uma estrutura esbranquicada e
esponjosa, denominada “jardim de fungos”, que fica distribuida dentro das diversas
camaras dos formigueiros no subsolo, popularmente denominadas “panelas”. O fungo
produz hifas espessas com extremidades arredondadas que sdo chamadas gongilideos
(WHELLER, 1907). Estas estruturas sdo agrupadas em cachos, chamados de estéfilos,
que sdo ingeridos pelas formigas. Nestas estruturas estdo armazenados nutrientes, que
compdem a reserva energética do fungo.

Segundo QUINLAN & CHERRETT (1979), as operarias e a rainha de Atta
cephalotes alimentam-se do suco proveniente dos estafilos produzidos pelos fungos, e as
larvas, além de alimentarem-se do estafilo todo, ndo apenas do suco, também obtém
energia do micélio do fungo.

BASS & CHERRETT (1995) afirmaram que o fungo corresponde a 9,0 % das
necessidades respiratorias das operarias, e que a ingestdo das hifas estaria relacionada a
ciclagem de enzimas entre fungo e formiga.

A simbiose ¢ obrigatoria para ambos os organismos, que ndo sao encontrados
isoladamente na natureza. Qualquer interferéncia com um dos parceiros afeta a vida dos
simbiontes, como o observado em ninhos abandonados pelas formigas, nos quais os
jardins de fungo degeneram-se rapidamente (WEBER, 1972).

Existem sete hipoteses, propostas por diferentes autores, a respeito da origem da
simbiose entre formigas Attini e fungo, conforme revisado por MUELLER (2001). Foi
sugerido que o cultivo do fungo teria tido inicio a partir de sementes contaminadas, as
quais eram levadas pelas formigas ancestrais para o interior de seus ninhos; o fungo,
fruto da contaminacgao, teria passado a ser alimento desses insetos.

Outra hipdtese ¢ que as ancestrais das “atineas”, ao construirem ninho em
ambiente umido, seja com folhas ou escavando o solo, permitiram o crescimento do

fungo ja presente no local, esses tendo-se tornado posteriormente sua fonte de alimento.
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A origem da simbiose poderia ter sido a partir do microrganismo presente em
madeiras em estagio de decomposicdo, onde os ninhos das formigas teriam sido feitos, e
no qual cresceria o fungo que passou a servir de alimento para os insetos.

Outra hipotese seria que as formigas teriam cavado ninho proximo a uma raiz, e
teriam tido contato com o fungo simbionte como micorriza, € este teria tido acesso ao
ninho, onde teria crescido e passado a ser alimento das formigas.

O fungo poderia, ainda, ter se desenvolvido sobre artrépodos mortos que teriam
sido coletados pelas formigas e deixados no lixo do ninho, onde o fungo teria crescido e
passado a condi¢ao de alimento das formigas.

Numa sexta hipotese proposta, o fungo simbionte teria crescido nas fezes de
insetos ou das proprias formigas, passando a ser utilizado como alimento.

Todas as hipdteses apresentadas acima postulam um modelo tradicional, no qual
um fungo teria crescido acidentalmente no ninho das formigas e teria tornado parte da
dieta destes insetos, que teriam desenvolvido a habilidade para promover o crescimento
do microrganismo, e depois um mecanismo de transmissao do fungo de mae para a prole;
ou seja, primeiro teria ocorrido o consumo, seguido do cultivo, para posterior
transmissao do microrganismo simbionte.

H4, ainda, uma sétima hipdtese: a principio, os fungos utilizavam as formigas
como agentes dispersores através da cavidade infrabucal. Para isso, as formigas ingeriam
0 microrganismo, porém suas hifas ficariam presas nesta cavidade; o que teria provocado
uma regurgitacio, que seria a forma de dispersio. E provavel que essa regurgitacio tenha
ocorrido no interior do ninho, onde o fungo teria se desenvolvido, sendo incorporado na
dieta dos insetos.

Neste ultimo caso ¢ postulado um modelo alternativo, no qual ocorre
primeiramente o estagio inicial seria da transmissao, as formigas disseminariam o fungo,
sem ingeri-lo, a incorporagdo na dieta (consumo) teria ocorrido somente depois, e
finalmente teria havido o desenvolvimento do cultivo do fungo (MUELLER, 2001).

CURRIE et al. (1999, 2003) propuseram um terceiro componente na simbiose: a
bactéria filamentosa (actinomiceto) da familia Pseudonocardiaceae, que vive na cuticula
das operarias dos atineos. Essa bactéria produz antibidticos que inibem o crescimento do
Escovopsis, um fungo especializado em parasitar ninhos das Attini (CURRIE &

GOULSON, 2001). Desse modo, tal actinomiceto mostra-se um elemento muito
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importante para as formigas no combate a esse parasita. Em troca, as formigas fornecem
alimento a bactéria, além de disperséa-la (CURRIE ef al., 1999).

A bactéria filamentosa foi encontrada em associacdo com todas as espécies de
formiga Attini estudadas (22 espécies representando 8 gé€neros), desde as
filogeneticamente mais basais (Myrmicocrypta e Apterostigma) até as mais derivadas

(Acromyrmex e Atta) (CURRIE ef al., 1999).

Dependéncia nutricional entre formigas e fungos

MARICONI (1970), TURNER (1974) apud QUINLAN & CHERRETT (1979) ¢
WEBER (1972) relataram que as formiga alimentam-se exclusivamente do fungo
simbionte. Porém, BRENT (1886), LITTLEDYKE & CHERRETT (1976) ¢ QUINLAN
& CHERRETT (1979) afirmam que as operarias de formigas cortadeiras ingerem seiva
de plantas e, segundo QUINLAN & CHERRETT (1978), apenas larvas, que ndo tém
contato com as folhas, seriam exclusivamente alimentadas com o fungo simbionte.

Como as operarias de algumas espécies de formigas cortadeiras ndo podem
ingerir particulas solidas, que ficam retidas em um filtro infrabucal, a seiva das plantas ¢
proposta como a principal fonte nutricional das formigas. Considerando a necessidade
energética de operarias de Atta cephalotes durante o forrageamento, propde-se que a
quantidade de hifas fungicas que uma operaria ingere diariamente possibilitaria apenas a
aquisi¢do de 5 % de sua energia (QUINLAN & CHERRET, 1979). Logo, a maior parte
desta energia seria fornecida pelos nutrientes contidos na seiva das plantas, embora
trabalhos recentes (SILVA et al., 2003) indiquem que as formigas devam se alimentar
diretamente dos produtos de hidrolise dos polissacarideos vegetais, que sdo gerados nos
jardins de fungo pela agdo das polissacaridases. No mesmo trabalho, SILVA et al. (2003)
verificaram que operarias de Atta sexdens sobrevivem muito pouco quando em contato
isoladamente apenas com folhas de plantas e quando somente com o fungo. Porém,
quando em contato com o jardim de fungo (fungo com fragmentos vegetais), a
sobrevivéncia ¢ muito grande.

O trabalho de SILVA (2000) comprova as observacdes de outros autores
(ABBOT, 1978 apud PANIZZI & PARRA, 1991), mostrando que as formigas adultas

sustentam seu trabalho predominantemente com a energia extraida de carboidratos. Entre
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eles, parecem ser essenciais os polissacarideos (SIQUEIRA et al., 1998), que
representam até 60 % da matéria solida vegetal (BERNAYS & CHAPAMAN, 1994;
GOLDSTEIN, 1981). Para assimilar estes compostos as formigas necessitam de
polissacaridases, que sdo produzidas pelo fungo simbionte (SIQUEIRA et al., 1998),
ingeridas e concentradas no intestino das formigas e, entdo, distribuidas sobre a matéria
vegetal, para provocar sua degradacao dentro dos ninhos (SILVA, 2000).

Experimentos de SILVA et al. (2003) sugerem que as operarias de Atta sexdens
sobrevivem muito pouco quando em contato com folhas ou fungo separadamente como
fonte nutricional, e sobrevivem muito bem quando alimentadas de jardim de fungo. Isso
se da devido ao consumo de glicose ser maior no ultimo caso, pois a concentragao deste
acucar encontrada no jardim de fungo ¢ duas vezes e meia maior que a encontrada na
folha e seis vezes e meia maior que a encontrada no micélio fungico cultivado em

laboratorio.

Enzimas fingicas presentes no fluido fecal

Segundo AUTUORI (1941) e QUINLAN & CHERRETT (1978), as operarias
cortam o material vegetal fresco, que ¢ transportado para o interior do formigueiro, onde
¢ cortado em pedacos cada vez menores e a cera da cuticula foliar é removida. O
processo de lamber a matéria vegetal, de acordo com WEBER (1966) ¢ MARTIN et al.,
(1969), € necessario para a incorporagdo de enzimas digestivas e para a descontaminacao
da superficie da folha, uma vez que microrganismos presentes nas folhas sdo eliminados.

Segundo ANDRADE et al. (2002), lamber a superficie e as bordas dos
fragmentos de folha seria a atividade primordial e mais freqiientemente executada dentre
Atta sexdens rubropilosa para posterior incorporacao do fungo.

As operarias adultas depositam fluido fecal sobre a matéria vegetal, depositando
enzimas que auxiliam na degradacdo inicial de proteinas e polissacarideos, inoculando
pequenos tufos de micélios, o que permite a invasdo inicial pela hifa no tecido vegetal,
facilitando a subsequente ramificagdo do fungo (BOYD & MARTIN, 1975).

De acordo com WEBER (1966), todas as atineas, desde o género mais basal
(Cyphomyrmex) ao mais derivado (Acromyrmex e Atta), caracteristicamente defecam

sobre o substrato que preparam antes da incorporacao no jardim de fungo.
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MARTIN et al. (1975) sugerem que as enzimas fecais sao uma funcao adaptativa
crucial no cultivo do fungo simbionte, catalisando a degradagdo de proteinas e
polissacarideos presentes nas folhas, nas quais o fungo ¢ cultivado, fornecendo nutrientes
j& metabolizados para o fungo, facilitando, assim, seu rapido crescimento inicial.

O tecido vegetal ¢ composto por celulose, hemiceluloses, polisssacarideos
pécticos, proteinas estruturais e lignina (NORTHCOTE, 1972; HEREDIA et al., 1995),
sendo que substancias pécticas estdo presentes em maior concentragcdo na parede celular
primaria de plantas superiores (SAKAI et al., 1993). Pectinas representam um ter¢o do
peso seco do material vegetal de dicotiledoneas e algumas monocotiledoneas (THAKUR
etal., 1997).

Assim sendo, para o microrganismo acessar os nutrientes dos vegetais, ¢ preciso
degradar a pectina, ¢ para tanto se torna necessiario um complexo enzimatico
denominado pectinase (mistura de enzimas pécticas ou pectinoliticas) (LINEWEAVER
& JANSEN, 1951).

Enzimas proteoliticas originarias do fungo estdo presentes no fluido fecal das
formigas, promovendo a degradacdo dos componentes vegetais onde sdo depositadas,
removendo barreiras fisicas como pélos e ceras que as plantas possuem como protecao
contra entrada de fitopatdgenos, facilitando, assim, a penetragdo do micélio fingico no
substrato (MARTIN et al., 1975; CHERRETT et al., 1989).

BOYD & MARTIN (1975) e SIQUEIRA (1997) verificaram a presenca de
algumas polissacaridases no fluido fecal de operarias de formigas cortadeiras e
observaram que quando operarias eram isoladas de seu fungo simbionte, as atividades
polissacaridasicas do fluido fecal eram reduzidas.

MARTIN et al. (1975) observaram que a degradacdo da pectina em meios de
cultivo sintéticos é processada muito rapidamente quando alguns materiais fecais
estavam incluidos, e muito mais lenta quando nenhum estava presente.

Segundo MARTIN & MARTIN (1970), o fluido fecal das formigas atineas
contém altos niveis de enzimas ativas e a atividade de enzimas proteoliticas de Atta
sexdens no reto € trés vezes e meia maior que no intestino médio, o que indica a
concentragcdo enzimatica que ocorre neste local.

BOYD & MARTIN (1975) determinaram, através de purificagdes enzimaticas

parciais, que as proteinases presentes no fluido fecal de operarias de Atta texana
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possuiam origem fungica. SILVA (2000) determinou a origem exclusivamente fingica

de pectinases, xilanases e celulases presentes no intestino de operarias de Atta sexdens.
Pectinase foi detectada em maior quantidade no intestino das formigas,

correspondendo a cerca de 80 % da atividade encontrada, seguida de amilase e xilanase.

Celulase foi detectada em nivel muito baixo (SIQUEIRA, 1997; SILVA, 2000).

Controle alternativo de cortadeiras

Segundo CHERRETT (1968), colonias de Atta cephalotes cortam algumas
espécies de plantas mais freqiientemente que outras, independentemente da quantidade
da planta. Existe uma selecdo das plantas a serem coletadas pelas formigas cortadeiras, o
que visa maximizar o crescimento do fungo (FOWLER et al., 1991). A preferéncia
observada em campo também pode ser vista em laboratério, ou seja, as plantas que sao
preferencialmente atacadas no campo também sdo cortadas em ninhos de laboratério, e
as plantas evitadas em campo sdo pouco coletadas em condi¢des laboratoriais (BUENO
etal., 1989).

Caracteristicas fisicas das folhas (presenca de espinhos, epiderme rigida,
depositos cuticulares, pélos espessos), qualidade nutricional, conteudo de 4gua,
quantidade de nitrogénio, carboidratos, lipideos, sdo alguns fatores que podem estar
relacionados na escolha das espécies vegetais; e ainda compostos que tornam a planta
palatavel, ou compostos quimicos toxicos para a formiga ou para o fungo (HARBONE,
1988).

A azadiractina, um limonodide presente nas sementes da planta Azadirachta
indica, interfere no funcionamento das glandulas endocrinas que controlam a
metamorfose em insetos, impedindo o desenvolvimento da ecdise (REMBOLD, 1989).
Também apresenta atividade fagoinibidora, inibindo a alimentagao (LEE et al., 1991).

Alguns inseticidas disponiveis no mercado, como o Margosan-O®, contém
azadiractina como componente principal (VIEGAS JR., 2003).

Dessa forma, substancias isoladas de plantas podem ser muito eficientes no
controle de formigas cortadeiras, ja4 que estas muitas vezes apresentam potencial

inseticida contra diversas espécies de insetos.
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Na busca por métodos alternativos de combate a insetos considerados praga ¢
importante encontrar substincias que possam ter seletividade na sua agao.

Assim, nos laboratorios do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da
UNESP Rio Claro juntamente com o laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
UFSCar Sao Carlos, vém sendo realizados estudos a fim de se encontrar um agente
bioldgico que atinja negativamente formiga e/ou fungo, desestruturando a simbiose.

Tendo em vista que a seletividade das plantas influencia no padrao de
forrageamento estabelecido pelas formigas, pesquisas passaram a concentrar-se em
extratos de plantas usualmente nao coletadas, a partir das quais estdo sendo constatadas
propriedades fungicidas ou formicidas.

O efeito toxico de Sesamum indicum (gergelim) sobre formiga e fungo simbionte
foi comprovado, respectivamente, por BUENO et al. (1995), com regressao gradual no
numero de individuos € na massa fungica até completa extingdo dos formigueiros
mantidos em laboratorio, tratados com folhas de gergelim; e por PAGNOCCA et al.
(1990), com a inibicdo do crescimento in vitro do fungo cultivado por Atta sexdens

rubropilosa.

Controle de cortadeiras através da inibicao enzimatica

Como as formigas dependem do fungo simbionte para sobreviver, o que inclui a
habilidade metabolica do fungo sobre polissacarideos, ¢ possivel considerar as
polissacaridases flingicas como alvos potenciais para o controle dos insetos, em uma
estratégia altamente especifica para o controle das formigas cortadeiras.

A inibicao destas enzimas causaria o declinio da nutricdo das formigas a partir

da matéria vegetal.

Plantas selecionadas para o preparo dos extratos

O grupo de pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais da UFSCar tem por

objetivo o estudo fitoquimico associado a atividade bioldgica, dessa forma, extratos

vegetais foram disponibilizados para ensaio.
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Neste caso, foi feito uma selecdo para verificacdo do efeito das plantas sobre a
atividade enzimatica de pectinase.

A maioria dos extratos vegetais testados era proveniente da ordem Rutales, que
possui muitos metabdlitos secundarios, atividade biologica e usos medicinais

previamente conhecidos.

Plantas utilizadas nos ensaios

Ordem Rutales

1 — Familia Meliaceae

Compreende 50 géneros de distribuigdo predominantemente nos tropicos de todo
o mundo. Em geral sdo plantas arboreas, as vezes de grande porte (JOLY, 1993).

As plantas da familia Meliaceae sdo caracterizadas pela presenca de
tetranortriterpenoides, também conhecidos como limondides ou meliacinas, um dos
principais representantes da classe dos terpendides (CONNOLY, 1983). Essas plantas
destacam-se pela bioatividade de seus metabdlitos secundarios, principalmente os
limondides.

Esta classe de compostos apresenta atividades biologicas, tais como:
antimaldrica, antiparasitaria, citotoxica, antifungica, antibacteriana, antiviral e

principalmente inseticida (BRAY et al., 1990; CHAMPAGNE et al., 1992).

1.1 — Cedprela fissilis (cedro, cedro rosa)

Planta nativa do Brasil, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
principalmente em florestas semidecidua e pluvial atlantica.

Floresce durante os meses de agosto a setembro e seus frutos amadurecem com a
arvore totalmente desfolhada durante os meses de julho e agosto.

E de grande importancia no setor madeireiro, muito utilizada para a fabricacio de
moveis em geral, marcenaria, construgdo civil, entre outras coisas. Além disso, a arvore é

empregada no paisagismo de parques e grandes jardins (LORENZI, 1992).
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1.2 — Cipadessa fruticosa

Espécie amplamente distribuida pelo sudeste da China.

As atividades bioldgicas do género Cipadessa tém sido pouco exploradas; LUO
et al. (2000) relataram a utilizagdo desta planta pela populagdo do sudeste da Asia no
tratamento de maléria, diarréia, doencas da pele e queimaduras. JOSHI & JOSHI
(2000), mostraram que algumas tribos indigenas do Nepal utilizam-na no tratamento de

problemas gastricos e intestinais.

1.3 — Trichilia sp.

Ocorre em Minas Gerais e do Mato Grosso do Sul até Rio Grande do Sul, na
floresta latifoliada semidecidua.

Sua madeira ¢ utilizada em marcenaria leve, carpintaria, acabamentos internos,
etc. Possui caracteristicas ornamentais recomendada em paisagismo, arborizagdo de ruas
estreitas. Seus frutos sdo consumidos por passaros (LORENZI, 1992).

Extratos de plantas do género Trichilia possuem propriedades biologicas como
antiviral, analgésica, inibidora de crescimento e inseticida. Esta tultima tem sido
atribuida a classe de substancias dos tetranortriterpenoides, nas quais estao incluidas a

hirtina e a trichilina (MONIQUE et al., 2001).

2 —Familia Rutaceae

Compreende cerca de 150 géneros distribuidos nas regides subtropicais e
especialmente tropicais de todo o mundo, destes, 28 géneros sdo encontrados no Brasil
(JOLY, 1993). Sao plantas arboreas, arbustivas ou ervas aromaticas, contendo

compostos terpendides caracteristicos da familia (RIBEIRO et al., 1999).

2.1 — Helietta sp.

Com distribui¢c@o neotropical, ocorre no México, Estados Unidos (Texas), Cuba,
Venezuela, Colombia, Peru, Brasil (regido seca do cerrado, chaco e caatinga), Paraguai e
norte da Argentina.

Encontrada em habitats subumidos ou secos, a maioria das espécies esta ausente
em locais timidos (PIRANI, 1998).

Tem como componentes quimicos alcaloides, cumarinas e constituintes volateis.
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Possui atividade antibacteriana, sendo utilizada no tratamento de varias doencgas

(MOURA et al., 2002).

2.2 — Zanthoxylum acuminatum

Plantas deste género sdo conhecidas por produzirem uma grande variedade de
metabolitos secundarios, dentre eles alcaldides, lignanas e cumarinas (GRAY, 1983).

Muitas espécies de Zanthoxylum sao utilizadas na medicina popular,
especialmente na Asia e na Africa para o tratamento de disfungdes estomacais,
reumatismos e diarréias (JAYAWEERA, 1982).

Na Amazonia utiliza-se a madeira de plantas deste género na industria de

calgados ¢ de celulose (RIZZINI & MORS, 1976).

2.3 — Spiranthera odoratissima (manaca)

Espécie distribuida pelos cerrados e campos do Brasil Central (Rondonia, Mato
Grosso, Para, Maranhdo, Piaui, Distrito Federal, Bahia ¢ Minas Gerais) ¢ também na
Bolivia entre 400 e 1200 m de altitude.

Spiranthera odoratissima vem sendo empregada popularmente no tratamento de
sifilis, infeccdo dos rins, abcesso e reumatismo, através da ingestdo do decocto (em

vinho ou aguardente) preparado a partir de suas raizes e folhas (SOUZA, 2004).

2.4 — Conchocarpus sp.

Género com cerca de 46 espécies (muitas das quais eram anteriormente
classificadas em Angostura de distribuicdo geografica da Nicardgua a nordeste da
Bolivia e sudeste do Brasil (LORENZI, 1992).

Algumas substancias ja foram isoladas de varias espécies de Conchocarpus,
sendo que as provenientes do extrato metanolico das folhas de Conchocarpus
gaudichaudianus  bahiensis apresentou atividade antinflamatoria significativa

(CORTEZ, 2002).

2.5 — Pilocarpus sp. (jaborandi)
Género com 13 espécies, sendo que a maioria encontrada no Brasil, desde o

norte do estado do Para, até sul do Rio Grande do Sul (LORENZI, 1992).
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Os alcaloides sao constituintes caracteristicos do género Pilocarpus, sendo a
pilocarpina, extraida das folhas, de grande valor medicinal usado no tratamento de

glaucoma e calvicie (RIZZINI & MORS, 1976).

2.6 — Erytrochiton sp.

Sdo descritas cinco espécies neste género, com as respectivas distribuicdes:
Erytrochiton brasiliensis (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Mato
Grosso, Amazonas, Para, Equador, Peru, Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname e
Bolivia), Erytrochiton hypophyllanthus (Colombia), Erytrochiton lindenii (México,
Nicaragua e Costa Rica), Erytrochiton macropodus (Acre e Amazonas), Erytrochiton
trifoliatus (Peru).

Suas folhas contém um o6leo volatil com aroma de laranja, a casca da raiz ¢

utilizada para chas, além de ser empregada como vermifugo na medicina caseira.

2.7 — Rauia sp.

Planta encontrada na Amazonia, Suriname, Venezuela e Bolivia.

O estudo de o6leos volateis das folhas de Rauia resinosa mostrou a presenca de
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Também houve o isolamento de cumarinas

de plantas desse género (VELOSO, 1995).

2.8 — Almeidea sp.
Esteroides, triterpenos, sesquiterpenos e vdarios alcaldides derivados do &cido

antranilico foram isolados das espécies Almeidea coerulea e Almeidea rubra por

CORTEZ (2002), MAFEZOLI (2001) e SANTOS e al. (1998).

3 — Familia Simaroubaceae

Compreende 24 géneros, de distribui¢do pantropical. Representantes lenhosos,
arbustos ou arvores (JOLY, 1993).
Espécies de diversos géneros desta familia possuem propriedades medicinais

(RIBEIRO et al., 1999).
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3.1 — Simarouba versicolor (camboata, calungd)

Algumas espécies de Simarouba apresentam substancias muito amargas na casca
do caule e especialmente na da raiz, as vezes também no lenho e nas folhas.

Espécies do género Simarouba da regido amazonica produzem madeira
conhecida como “marupa” (JOLY, 1993).

A espécie Simarouba versicolor, planta nativa do Brasil, tem ocorréncia no Para,
Maranhio, do nordeste até Sdo Paulo, e Mato Grosso do Sul, nos cerrados, cerraddes e
caatinga.

Floresce nos meses de julho a setembro, e seus frutos amadurecem de novembro
a dezembro.

Sua madeira ¢ utilizada em carpintaria, forros, palitos, etc. Seus frutos sdo
comestiveis e muito apreciados por passaros. Sua casca fornece fibra para confec¢des de
cordas, estopas e papel. Fornece, ainda, a “casca — paraiba”, inseticida e antihelmintica.
Possui propriedades medicinais (LORENZI, 2002).

A casca ¢ amarga, tonica, vermifuga, anti-anémica e antisifilitica.

Tanto a casca quanto as folhas sdo venenosas em altas doses (MORS et al.,

2000).

4 — Familia Burseraceae

Compreende 20 géneros distribuidos nos tropicos de todo o mundo. Sao plantas
lenhosas, arbustivas ou arboreas, com espinhos desenvolvidos.

Quase todos os representantes desta familia apresentam substincias balsdmicas
no lenho (JOLY, 1993).

As plantas dessa familia sdo conhecidas por seus exsudados e resinas ricos em
compostos aromaticos utilizados como perfumaria, vernizes, etc. (LE COINTE, 1934).

Quanto a atividade farmacologica de seus compostos, o género Protium ¢ o mais

explorado.

4.1 — Protium heptaphyllum
Planta nativa que ocorre em todo o Brasil, em terrenos arenosos imidos e secos.
Floresce nos meses de agosto e setembro, seus frutos amadurecem no periodo de

novembro a dezembro.
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Sua madeira ¢ apropriada para a construcao civil, obras internas, assoalhos, etc.
A arvore proporciona boa sombra e apresenta qualidades ornamentais, podendo ser
utilizada na arborizagdo urbana e rural.

E uma planta recomendada para compor florestas mistas destinadas ao
repovoamento vegetal de areas degradadas de preservacao permanente, principalmente

localizadas ao longo de rios e corregos (LORENZI, 1992).

Todas as espécies de Protium exsudam, por incisdo do tronco, um 6leo — resina
de cor branco esverdeada e de aroma agradavel - que endurece quando em contato com
o ar; ¢ um tipo de incenso usado na induastria de perfumaria, farmacéutica e de
defumadores misticos (LORENZI, 2002).

Esta resina ¢ usada por algumas tribos indigenas como descongestionante nasal.

As cascas e folhas de Protium heptaphyllum sao empregadas contra hemorragia,
como cicatrizantes, antiinflamatérias, para tratamento de ulceras gangrenosas e

inflamacdes em geral (MORS et al., 2002).

Ordem Rosales

1 — Familia Leguminosae

Uma das maiores familias dentre as dicotiledoneas, compreendendo mais de 600
géneros, reunindo mais de 18000 espécies, espalhadas em todo o mundo, especialmente
nas regioes tropicais e subtropicais.

Sdo plantas de habito muito variado, desde grandes arvores das matas tropicais,
a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes € também muitas trepadeiras. Estdo
presentes nos mais variados ambientes, em diferentes altitudes e latitudes (RIBEIRO et
al., 1999).

Esta familia ¢ composta por, pelo menos, trés subfamilias importantes, dentre

elas, Caesalpiniaceae (ou Caesalpinioideae) e Mimosoideae (ou Mimosaceae).

1.1 — Subfamilia Caesalpiniaceae

Compreende cerca de 180 géneros e 2500 a 3000 espécies, principalmente

arvores e arbustos. Ocorrem em regides tropicais e subtropicais.
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A maioria dos géneros encontra-se nos tropicos, na Africa, América e sudeste da

Asia (RIBEIRO et al., 1999).

1.1.1 — Dimorphandra mollis (barbatimao de folha mitda)

Planta nativamente brasileira, ocorre nos Estados de Para, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo, no cerrado.

Floresce a partir do final de outubro até janeiro, seus frutos amadurecem de
agosto a setembro.

Sua madeira ¢ empregada em tabuados, compensados, forros, painéis, etc. Sua
casca, rica em tanino, ja foi muito utilizada para curtir couro. Arvore recomendada para
paisagismo, tem ampla adaptag@o a terrenos secos e pobres, 6tima para plantio em areas
degradadas de preservacdo permanente com solos que apresentam essas caracteristicas

(LORENZI, 2002).

1.2 — Subfamilia Mimosoideae

Esta subfamilia ¢ a menor dentre as Leguminosae, compreendendo cerca de 60
géneros ¢ 3000 espécies, de distribuicao pantropical e subtropical, incluindo arvores,

ervas, lianas e arbustos (RIBEIRO ef al., 1999).

1.2.1 — Stryphnodendron adstringens (barbatimao)

Arvore brasileira que ocorre do Para até Sdo Paulo, além do estado de Mato
Grosso do Sul, no cerrado.

Floresce nos meses de setembro a novembro, e seus frutos amadurecem de julho
a setembro.

Possui madeira propria para construgdo civil, obras expostas e em lugares
umidos.

Sua casca tem alto teor de taninos, utilizada em curtumes, além de ter grande
acdo estiptica.

Arvore bastante ornamental, pela forma da copa e delicadeza de folhagem.
Recomendada para paisagismo e arborizagao de ruas estreitas, também indicada para

plantios mistos em éareas degradadas de preservac¢do permanente (LORENZI, 2002).



24

Seu decocto ¢ indicado contra leucorréia, hemorragias, diarréia, hemorroidas,

para limpeza de ferimentos e na forma de gotas contra conjuntivite (MORS et al., 2002).

Ordem Myrtiflorae (= Myrtales)

1 — Familia Myrtaceae

Compreende cerca de 140 géneros, com aproximadamente 3000 espécies, sendo
a maior familia da ordem, distribuidos principalmente em regides tropicais, mas com
dois grandes centros de dispersdao: nas Américas e na Australia (RIBEIRO et al., 1999;
JOLY, 1993).

Sao plantas lenhosas, arbustivas ou arboreas.

As Myrtaceae brasileiras possuem, caracteristicamente, tronco de casca lisa,
separando-se todo o ano o ritidoma, que se renova com cada estacdo de crescimento

(JOLY, 1993).

1.1 — Siphoneugena densiflora (maria — preta, murta, uvatinga)
Do latim, siphone (= sifao), do grego, eugéneia (= propicia a reprodugdo) e do
latim, densiflora (= que tem flores numerosas e proximas) (RIZZINI & RIZZINI, 1983).
O género Siphoneugena € pequeno, sendo composto por oito espécies. Ocorre
desde Porto Rico até norte da Argentina, com centro de diversidade no sudeste do
Brasil, habitando campos rupestres, cerradoes e florestas de galerias no sul de Goias,

Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo (PROENCA, 1990).

Ordem Sapindales

1 — Familia Anacardiaceae

Uma das maiores familias da ordem, compreende 79 géneros, com distribui¢ao
predominante nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, ocorrendo também
nas regioes temperadas (JOLY, 1993).

A resina exsudada da casca, ou de outras partes destas plantas, pode ser toxica,

desencadeando uma reagdo alérgica (RIBEIRO et al., 1999).
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1.1 — Tapirira guianensis (pau-pombo)

Planta nativa de ocorréncia em todo o territdrio brasileiro, principalmente em
terrenos imidos, em quase todas as formagdes vegetais.

Floresce entre os meses de agosto a dezembro, e seus frutos amadurecem entre
janeiro € margo.

Sua madeira ¢ utilizada na confeccdo de brinquedos, compensados, entalhes,
saltos para calcados, cabos de vassouras, etc. (LORENZI, 1992).

Extratos de troncos e folhas sdo usados popularmente contra lepra, diarréia e
sifilis, além de ter sido constatada atividade antimalarial (MELO, 1971 apud DAVID et
al., 1998).
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi selecionar inibidores enzimaticos que pudessem
atuar como possiveis inseticidas especificos para as cortadeiras. Prata tanto, foram
avaliados o efeito de algumas preparacdes sobre a atividade de pectinases presentes no
fluido fecal de operarias de Atta sexdens rubropilosa (Forel). Entre estas preparagdes
estavam sub-fracdes e substancias purificadas do extrato vegetal metanolico bruto de
Cedrela fissilis (cedro rosa) e de extratos de outros vegetais. As preparagdes ativas
selecionadas foram também testadas sobre a atividade de pectinases presentes no jardim

de fungo.
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MATERIAIS E METODOS

As plantas utilizadas para preparo dos extratos foram coletadas em diferentes
estados do Brasil e identificadas por Dr. Jos¢ Rubens Pirani, do departamento de

Botanica da USP/Sao Paulo, onde os numeros referentes as exsicatas foram depositados.



1. Extratos vegetais utilizados

TABELA 1. Plantas utilizadas para obtencdo dos extratos vegetais.
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Ordem Familia Planta Orgio Data de Local de
coleta coleta
Rutales Meliaceae Cedrela fissilis folha, galho, caule, 06/01/2001 S&o Carlos/
fruto e raiz SP
Cipadessa fruticosa folha, galho e fruto 10/2000 Vigosa/MG
Trichilia ramalhoi folha e galho 15/01/1985 Colatina/ES
Trichilia pallens folha, fruto e galho 14/05/2000 Mucuri/BA
Rutaceae Helietta puberula folha, galho e 25/01/2001  Corumba/MS
caule
Zanthoxylum folha, galho e 25/01/2001  Bonito/MS
acuminatum caule
Spiranthera folha, galho e Jatai/GO
odoratissima caule
Conchocarpus folha 14/05/2000 Mucuri/BA
longiflorus
Conchocarpus folha 14/05/2000 Mucuri/BA
heterophyllus
Pilocarpus giganteus folha e caule Linhares/ES
Pilocarpus riedelianus ~ folha 19/05/2000 Piuma/ES
Pilocarpus grandiflorus folha 11/05/2000 Linhares/ES
Erythrochiton folha 19/05/2000 Piuma/ES
brasiliensis
Rauia sp. folha e caule 15/05/2000 Nova
Vicosa/BA
Almeidea limae folha, galho e 06/02/1993  Itacaré/BA
caule
Almeidea rubra folha, galho e 19/05/2000 Piuma/ES
caule
Simaroubaceae Simarouba versicolor folha, galho e 20/01/2001  Prata/MG
caule
Burseraceae Protium heptaphyllum  folha e galho 13/05/2000 Nova
Vigosa/BA
Rosales Leguminosae  Dimorphandra mollis pedunculo e 01/2004 Corumbatai/
inflorescéncia SP
Stryphnodendron pedunculo e 01/2004 Corumbatai/
adstringens inflorescéncia SP
Myrtiflorac  Myrtaceae Siphoneugena densiflora galho, caule e raiz  07/2000 Pocos de
Caldas/MG
Sapindales  Anacardiaceae  Tapirira guianensis folha, galho e 15/05/2000 Nova

caule

Vigosa/BA
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TABELA 2. Partes das plantas utilizadas para obtengdo dos extratos vegetais e respectivos

codigos.

Partes da planta Cadigo
Folha F
Galho G
Caule C

Raiz R
Fruto E
Inflorescéncia Infl
Pedunculo Ped

TABELA 3. Solventes utilizados para obtengdo dos extratos vegetais e respectivos codigos.

Solvente Codigo
Hexano H
Diclorometano D
Metanol M
Acetato de etila A
Hidroalcoolico Hidr
Hidrometanolico Hidrom

2. Obtencao dos extratos vegetais

Os extratos vegetais, fragdes e substancias isoladas foram preparados e
fornecidos pelo Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Folhas secas ou outras partes dos vegetais foram moidas em moinhos do tipo
Willey, submetidas a extragdo por uma seqiiéncia de solventes organicos puros
(extracdo seqiiencial), a temperatura ambiente, partindo-se do menos polar para o mais
polar: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua. A massa de folhas ficou
suspensa em cada solvente durante aproximadamente sete dias, sendo filtrada, e o
residuo suspenso no proéximo solvente, e assim sucessivamente.

Para a concentragdo dos extratos foi utilizado um Rotavapor — RE Biichi
operando a vacuo na temperatura de 40 a 45° C, dependendo do ponto de evaporagdo do

solvente (hexano até metanol) e liofilizador para 4gua (HARBONE, 1990).
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3. Fracionamento e isolamento de compostos

Para os fracionamentos e isolamento das substancias utilizou-se parti¢do liquido-
liquido e técnicas cromatograficas tradicionais: CLC (Cromatografia Liquida em Coluna),
utilizando-se varias fases estaciondrias (principalmente silica gel), e CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia). Para misturas mais polares foram utilizadas as técnicas de
contra-corrente: RLCCC (Rotation Locular Counter-Current Chromatography) ou DCCC
(Droplet Counter-Current Chromatography) (WOLF, 1969; LOVE & GOODMAN, 1970).

4. Identificacido de compostos

Os compostos isolados foram identificados principalmente por técnicas
espectroscopicas: Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H), Ressonancia
Magnética Nuclear Carbono-13 (RMN'C), Infravermelho, Ultravioleta e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (SILVERSTEIN et al., 2000; BREITMAIER,
1993; WHERLI & WIRTHLIN, 1978; MCLAFFERTY & TURECEK, 1993).

5. Fracionamentos com extratos brutos metandlicos de Cedrela fissilis.

Fruto (E)
I
Metanol (EM) | Extrato bruto
26,1 g
I
Butanol (EMB) Diclorometano (EMD) - -
39¢ 06¢g | 1° Fracionamento |
1-13-2mg 1-12-3mg | 2° Fracionamento |
8.1-6,3mg 7.1 - 1 mg
8.2-32mg 7.4 -3,5mg | 3° Fracionamento |
83-12mg 7.2.1-12mg
7.2.2-45mg

FLUXOGRAMA 1. Fracionamentos a partir do extrato bruto metanolico de fruto de Cedrela

fissilis e respectivas massas.



Metanol (CM)
433¢ | Extrato bruto |
Butanol (CMB) Diclorometano (CMD) | 1° Fracionamento |
82¢g 9.1¢g
1-5-5mg 1-11-3mg | 2° Fracionamento |
I
4.1 -8,6mg
42.1-22mg - _
43.1-13mg | 3° Fracionamento |
4.3.5-6,9 mg
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FLUXOGRAMA 2. Fracionamentos a partir do extrato bruto metandlico de caule de Cedrela

fissilis e respectivas massas.

Galho (G)

Metanol (GM)
128,1 g

Butanol (GMB)
27¢g

30g

Hexano (GMH) Diclorometano (GMD)

33g

1-7-1,5mg

12.7 - 11,2 mg
12.2.1 -2,1 mg
1222 -3,6 mg
124.1 -43 mg
1242 -1,3mg
1243 -29mg
1244 - 3,0mg
12.5.1 - 1,8 mg
1252 - 49 mg
1254 - 52 mg
12.5.6 - 8,3 mg
1223.1-1,2mg
12.2.33-1,0mg
12.2.3.2.1-3,2 mg
12.2.3.2.2-3,2 mg
12.2.3.2.3-4,3 mg

Extrato bruto
> ;

2° Fracionamento

3° Fracionamento

FLUXOGRAMA 3. Fracionamentos a partir do extrato bruto metanolico de galho de Cedrela

fissilis e respectivas massas.
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6. Coleta e armazenagem de fluido fecal

Apobs a coleta das operarias de Atta sexdens rubropilosa de um formigueiro
mantido em laboratdrio, estas foram colocadas numa bandeja pléstica revestida com
teflon liquido nas bordas (para impedir a saida das formigas). Para a imobilizacdo das
operarias, estas foram mantidas em camara fria a 10° C por 15 minutos. Em seguida, o
abdome do inseto foi comprimido com uma pinga e o fluido fecal expelido coletado com
uma pipeta automatica, sendo colocado em tubos de microensaio. As amostras de fluido

fecal foram armazenadas em freezer a - 20° C.

7. Efeito de extratos e substancias purificadas sobre a atividade de pectinase do

fluido fecal

O ensaio enzimatico foi realizado adicionando-se substrato pectina citrica (Sigma
P-9135) a 2,0 g.100 mL'l, em tampao citrato e fostato 50 mM, pH = 5,0, a amostra de
fluido fecal coletada das operarias de Atta sexdens rubropilosa.

Quatro microlitros da solucao de extrato vegetal, fracdo, sub-fracdo ou substancia
pura, diluidos em DMSO (Dimetil-sulfoxido) (50 pg/uL) foram adicionados as reacdes
enzimaticas contendo 150 uL de solugdo de pectina citrica, 75 pL de fluido fecal diluido
500 vezes em agua (contendo entre 96000 U e 472000 U; 1 U = pumol de acido
galactur6nico/min) e 71 uL de agua ultra-pura (reacao teste). A reagdao controle continha
4 uL de DMSO puro ao invés da solug@o dos extratos. A mistura reacional foi incubada a
37° C sob agitacdo e amostras de 50 uL foram coletadas nos tempos de incubagdo zero e
30 minutos, seguindo imediatamente para a determinagdo de acucares redutores.
Experimentos prévios mostraram que entre zero e 30 minutos e nestas condig¢des
reacionais, a degradacdo de pectina ocorre em velocidade inicial.

A reagdo de agucares redutores consistiu em misturar 50 uL. de amostra (coletada
do ensaio enzimatico) a 100 pL de reagente de ADNS (MILLER, 1959) e 100 pL de
agua ultra pura.

A seguir, a mistura dos trés componentes foi submetida a fervura em banho-
maria, por 5 minutos, e, em seguida, imediatamente resfriada em banho de gelo. As

amostras foram centrifugadas a 15000 g por 3 minutos e o sobrenadante submetido a
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leitura em espectrofotdometro a 540 nm, para obtengao das densidades oticas (D.O.) das
reacdes controle e teste.

As diferengcas de DO no tempo zero e final foram -calculadas para os
experimentos testes (DOr) e controle (DO¢). O efeito (E) dos extratos, fracao, sub-fragao

ou substancia pura sobre a atividade enzimatica foi calculado por DOT.DOC'I.

8. Analise estatistica

O teste Mann Whitney (95 %) (ZAR, 1996; MOTULSKY, 1995) foi aplicado
para avaliar a significancia entre as diferencas obtidas das DOs das reagdes testes e nas

reacdes controles, sendo utilizadas quatro réplicas em cada reagdo (controle e teste).

9. Determinac¢ao da massa seca

Um grama de jardim de fungo foi coletado de um ninho do laboratorio do Centro
de Estudos de Insetos Sociais, determinando-se sua massa umida; a seguir, essa amostra
foi colocada em placa de petri forrada com papel de filtro, e levada para estufa a 60° C
por 24 horas. Papel de filtro sem amostra (controle) acompanhou a secagem para que
fosse determinada a massa perdida por desidratagdo do papel. O valor obtido foi
subtraido daquele correspondente a massa aparente da esponja seca, resultando na
massa real da esponja seca.

A relacdo massa umida / massa seca foi determinada e utilizada no calculo da

atividade enzimatica obtida da esponja.

10. Preparo do extrato do jardim de fungo

Um grama de jardim de fungo foi coletado do formigueiro do laboratdrio do C.E.LS, e,
apos retirar-se as formigas, foram adicionados 10 mL de tampao citrato fosfato 50 mM,
pH = 5,0, esta mistura foi homogeneizada por cinco vezes com o auxilio de um
homogeinizador tipo Potter, sendo que o sobrenadante, que continha a por¢ao soluvel da

amostra, foi em seguida filtrado em papel Whatman n° 1 e, a seguir, em filtro de 47 mm
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de diametro com poro de 0,45 um, obtendo-se o extrato, contendo enzimas, a partir do

qual foi feita a reagdao enzimatica de pectinase.

11. Efeito de extratos e substancia purificada sobre a atividade de pectinase do

jardim de fungo

Quatro microlitros da solucdo de extrato bruto etandlico de folha ou galho de
Cedprela fissilis ou de (-)-catequina, diluidos em DMSO (Dimetil-sulfoxido) (50 pg/uL)
foram adicionados as reacdes enzimaticas contendo 150 pL de solucao de pectina
citrica, 75 pL de extrato de jardim de fungo sem dilui¢do e 71 uL de dgua ultra-pura
(reagdo teste). A reagdo controle continha 4 uL. de DMSO puro ao invés da solucao de
extratos. A mistura reacional foi incubada a 37° C sob agitagdo e amostras de 50 pL
foram coletadas nos tempos zero, 5, 10, 15, 20 ¢ 30 minutos, seguindo imediatamente
para a determinagdo de agucares redutores, leitura em espectrofotometro a 540 nm

conforme descrito no item 7.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

I — Resultados do ensaio enzimatico de pectinase presente no fluido fecal.

Ordem Rutales

1 — Familia Meliaceae

1.1 — Cedprela fissilis (cedro, cedro rosa)

Ensaios com extratos brutos de Cedrela fissilis realizados anteriormente
(ZAVAN, 2002) apontaram que os extratos metandlicos a 0,7 pg/uL. apresentam E< 0,20
na atividade das pectinases de fluido fecal. Isso indicou que inibidores em potencial
desta atividade poderiam ser purificados deste extrato e, possivelmente, utilizados no
controle de formigas cortadeiras.

Assim, os extratos metanolicos ativos foram fracionados e a atividade inibitoria
manteve-se principalmente nas fragcdes butanolica e diclorometanica de fruto, com valor
de E 0,13 e 0,04 respectivamente; as fracdes butanodlica e diclorometanica de caule

reduziram a atividade de pectinase, apresentando E 0,52 e 0,34, respectivamente; e as
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fracdes butandlica e diclorometanica de galho resultaram em E igual a zero (ou seja,
inibig¢do de 100 %) e 0,42, respectivamente (ZAVAN, 2002).

Estas fragcdes sofreram refracionamento e as sub-fracdes resultantes foram
ensaiadas para avaliacdo de seu efeito sobre a atividade de pectinase do fluido fecal.

Esta parte experimental do trabalho restringe-se a ensaios inéditos de analise de
efeito de extratos vegetais (e substincias extraidas de plantas) sobre a atividade da
enzima pectinase presente no intestino de Atta sexdens rubropilosa, propondo-se uma
nova estratégia de controle de formigas cortadeiras (ZAVAN, 2005, submetido). Assim,
torna-se dificil o confronto dos resultados do teste enzimatico com dados pré-existentes

na literatura.

A figura 1 indica que as sub-fragdes cromatograficas de 4 a 13 conservaram a
inibicao observada anteriormente em seus extratos relacionados, apresentando valor E
de forma estatisticamente significante.

A tltima sub-fragdo (13) apresentou efeito zero, ou seja, inibicdo de 100 %.
Embora este seja um 6timo resultado, havia quantidade muito pequena desta sub-fragao,

por isso nao foi possivel seu refracionamento.

1234567 8910111213

Sub-fragées

Figura 1. Efeito de sub-fra¢des da fragdo butanolica do extrato metanodlico de fruto de Cedrela
fissilis (EMB) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca
significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.

E: fruto; M: metanol; B: n-butanol.

A sub-fragdo EMB-8, que apresentou E igual a 0,13, passou por um novo

processo de fracionamento.
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As subfragdes resultantes deste refracionamento mantiveram a inibi¢cao, com
valores de E iguais a 0,79 (sub-fracdo 8.1), 0,22 (sub-fragdo 8.2) e 0,62 (sub-fracdo 8.3)
(figura 2).

A sub-fracio EMB-8.2 foi identificada, por Ressonancia Magnética Nuclear,

como (-)-catequina pura.

0,8
0,6
E 0,4
0,2

8.1 8.2 8.3

Sub-fragées

Figura 2. Efeito de sub-fragdes da fracdo butandlica do extrato metanolico de fruto de Cedrela
fissilis (EMB — 8) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga
significativa entre os valores de D.O. das reacdes teste e controle.

E: fruto; M: metanol; B: n-butanol.

Os dados da figura 3 mostram que a maioria das sub-fragdes obtidas a partir da
fragdo diclorometanica do extrato metanodlico de fruto (EMD) de Cedrela fissilis
manteve a reducdo da atividade enzimatica de pectinase, com excecdo das sub-fragdes

5, 11 e 12, que ndo apresentaram efeito significante.

1- ~

0,8 al all
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0,4 EEln Bt R
0,2 EEln Bt R
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12 34567 8 9101112

Sub-fragoes

Figura 3. Efeito de sub-fracdes da fragdo diclorometanica do extrato metanolico de fruto de
Cedrela fissilis (EMD) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam
diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.

E: fruto; M: metanol; D: diclorometano.
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A sub-fracdo 7 do fracionamento EMD, apresentou menor valor de E (0,30) e
foi, portanto, refracionada.

Porém, os resultados representados pela figura 4 indicam que tal efeito ndo se
manteve, uma vez que somente a sub-fragdo EMD 7.2.2 apresentou inibi¢ao (E = 0,87),

ainda assim, pouco expressiva.

0,81
0,6
E
0,4
0,2

71 7.4 7.21 7.2.2

Sub-fragoes

Figura 4. Efeito de sub-fracdes da fragdo diclorometanica do extrato metanolico de fruto de
Cedrela fissilis (EMD - 7) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam
diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.

E: fruto; M: metanol; D: diclorometano.

Na figura 5, podem ser identificadas sub-fra¢cdes butanodlicas do extrato
metanolico com inibicdo estatisticamente distinta do experimento controle.

Os valores de E variaram entre 0,33 e 0,90, sendo que as sub-fragdes 1 e 3
apresentaram as maiores inibicdes de pectinase; entretanto, estas ndo foram

refracionadas devido a pouca quantidade de material.

0,8+

0,6+
E

0,4+

0,21

1 2 3 4 5

Sub-fracoes

Figura 5. Efeito de sub-fragdes da fragdo butanolica do extrato metandlico de caule de Cedrela
fissilis (CMB) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga
significativa entre os valores de D.O. das reacdes teste e controle.

C: caule; M: metanol; B: n-butanol.
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Na figura 6 podem ser vistas varias sub-fragdes que apresentaram inibi¢ao
enzimatica.

A particdo 7, que apresentou efeito zero (inibi¢do de 100 %), foi identificada,
por Ressonancia Magnética Nuclear, como a substancia pura (-)-catequina.

Seguem, ainda, outras sub-fragdes também com alta inibicao (4, 5, 6 ¢ 8, com
valores de E iguais a 0,15, 0,11, 0,08 e 0,11, respectivamente). Essas quatro sub-
fragdes, analisadas por Ressondncia Magnética Nuclear, foram classificadas como de
constitui¢do quimica muito semelhante. Como, dentre estas, CMD — 4 era a sub-fra¢ao

em maior quantidade de material, somente esta foi refracionada.

123 4567 8 910M1

Sub-fragoes

Figura 6. Efeito de sub-fragdes da fracdo diclorometanica do extrato metandlico de caule de
Cedrela fissilis (CMD) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam
diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.

C: caule; M: metanol; D: diclorometano.

A sub-fragdo CMD - 4.3.5, que apresentou bastante inibicdo (E= 0,24), foi
analisada por Ressonancia Magnética Nuclear e identificada como (-)-catequina pura.

As demais sub-fragdes do refracionamento da fracao diclorometanica do extrato
metandlico de caule de Cedrela fissilis apresentaram agdo muito pequena sobre a

atividade de pectinase (figura 7).
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Sub-fracoes

Figura 7. Efeito de sub-fragdes da fracdo diclorometinica do extrato metandlico de caule de
Cedrela fissilis (CMD — 4) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam
diferenca significativa entre os valores de D.O. das reacdes teste e controle.

C: caule; M: metanol; D: diclorometano.

A figura 8 apresenta resultados de sub-fracdes da fragdo butanolica do extrato
metandlico de galho de Cedrela fissilis, mostrando que todas tiveram inibi¢do
significativa sobre a atividade de pectinase, exceto a sub-fracio GMB — 7.

Embora tenha havido inibigdo enzimatica, as sub-fragdes ativas, ndo foram

refracionadas em virtude de pouca quantidade de material.

0,8
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Sub-fragoes

Figura 8. Efeito de sub-fragdes da fragdo butandlica do extrato metandlico de galho de Cedrela
fissilis (GMB) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga
significativa entre os valores de D.O. das reacdes teste e controle.

G: galho; M: metanol; B: n-butanol.
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Através de Ressonancia Magnética Nuclear foi determinada a presenca de
flavonodides glicosilados na fragdo hexanica do extrato metanolico de galho de Cedrela
fissilis (GMH), entretanto, como as quantidades obtidas eram minimas, ndo foi possivel
seguir com a identificagao.

O resultado de inibi¢dao enzimatica nao foi satisfatorio.

Das 16 sub-fragcdes ensaiadas, apenas duas apresentaram efeito de inibicao
significativo sobre a enzima pectinase: GMH 12.7 (0,74) e GMH 12.5.6 (0,57), ou seja,
as sub-fracdes, de uma maneira geral, ndo surtiram grande efeito sobre a atividade

enzimatica analisada (figura 9).
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Figura 9. Efeito de sub-fra¢des da fracdo hexanica do extrato metandlico de galho de Cedrela
fissilis (GMH — 12) sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca
significativa entre os valores de D.O. das reacdes teste e controle.

G: galho; M: metanol; H: hexano.

A inibicao da atividade de pectinase proporcionada pelas sub-fragdes de Cedrela
fissilis levou a conclusdao de que tais preparacdes continham importantes inibidores
enzimaticos em potencial, o que permitiu a continuidade do trabalho de fracionamento
em busca dos compostos envolvidos com esta atividade inibitdria.

Através da andlise por Ressonancia Magnética Nuclear, houve o isolamento de
um flavondide identificado como (-)-catequina, substancia encontrada de forma pura em
algumas sub-fragdes (EMB — 8.2, CMD — 7 e CMD — 4.3.5), além de ser composto

majoritario das demais sub-fragdes ativas de Cedrela fissilis.



42

Uma vez que os extratos brutos metandlicos apresentaram altas porcentagens de
inibi¢do da atividade enzimatica, considerou-se a semelhanca de polaridade entre
metanol e d4gua (ambos polares), e, assim, extratos brutos aquosos foram preparados, nas
seguintes temperaturas: 4° C, 25° C e 100° C.

Conforme mostrado pelas figuras 10 a 12, os extratos aquosos de varios 6rgaos

da planta Cedrela fissilis apresentaram pouca ou nenhuma inibi¢do enzimatica (E >
0,55).

1+
0,81
0,61
0,41
0,21

0,
Folha Galho Caule Raiz Fruto

E

Figura 10. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis, obtido a 4° C, sobre a atividade de

pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das

reacdes teste e controle.

Folha Galho Caule Raiz Fruto

Figura 11. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis, obtido a 25° C, sobre a atividade

de pectinase.
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Folha Galho Caule Raiz Fruto

Figura 12. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis, obtido a 100° C, sobre a atividade
de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O.

das reagdes teste ¢ controle.

Uma vez que os extratos aquosos nao apresentaram a inibicdo esperada, foram

preparados extratos etanodlicos, por possuirem a mesma natureza polar.

A figura 13 indica que todos os extratos etandlicos de Cedrela fissilis testados
apresentaram inibi¢ao significativa sobre a enzima ensaiada, principalmente os extratos

provenientes de folhas e galhos, ambos com efeito de 0,07.
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0,6+
E

0,4

0,21

Folha Galho Caule Raiz Fruto

Figura 13. Efeito de extrato bruto etanolico de Cedrela fissilis sobre a atividade de pectinase.
As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes

teste e controle.

Os extratos etanolicos de Cedrela fissilis apresentaram inibi¢ao da atividade de
pectinase do fluido fecal, principalmente os provenientes de folha e galho (ambos com

E = 0,07), o que indicou um resultado satisfatério e util, pois o solvente tornaria o
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produto menos agressivo ao aplicador e a0 mesmo tempo menos danoso para 0 meio
ambiente, uma vez que o etanol tem menor toxicidade que o solvente metanol.

O uso do extrato bruto etandlico de Cedrela fissilis no controle de formigas
cortadeiras evitaria o fracionamento deste extrato para obtengdo de (-)-catequina, ou a

sintese dessa substancia.

A principio, Cedrela fissilis foi selecionada para preparo de extratos por ser
pertencente a familia Meliaceae, caracterizada por conter limonoéides, dos quais poderia
ser identificada acao inseticida.

Além dos limonoides, triterpenos e esterdides também foram isolados dessa
planta e foram ensaiados, a fim de ser averiguado o efeito sobre a atividade enzimatica
de pectinase.

Embora alguns limondides de Cedrela fissilis tenham apresentado efeito
significativo de acordo com o teste estatistico utilizado, a inibi¢do apresentada ndo foi

muito alta (o menor valor de E foi 0,87).
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Figura 14. Efeito de limonoides do tipo gedunina, isolados de Cedrela fissilis, sobre a atividade
de pectinase. Ged: Gedunina, 6aacetoxi: 6a-acetoxigedunina, 7desacetil: 7-desacetilgedunina,
7desacetoxi: 7-desacetoxi-7-oxogedunina, Fotoged: Fotogedunina, 1,2diidro: 1,2-diidro-3f3-
hidroxi-7-desacetoxi-7 oxogedunina. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa

entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.
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Dentre os triterpenos isolados de Cedrela fissilis, o acido oleandnico apresentou
efeito de 0,67 sobre a atividade de pectinase, com acao significativa de acordo com o

teste estatistico utilizado (figura 15).

0,8+
0,6+
0,4+
0,2+

Ac oleandlico Ac oleanénico

Figura 15. Efeito de triterpenos isolados de Cedrela fissilis, sobre a atividade de pectinase. As

barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e

controle.

A figura 16 exibe resultados de ensaios com esteroides isolados de Cedrela
fissilis, o quais, embora tenham apresentado inibicdo sobre a pectinase, fizeram-no de

maneira pouco expressiva e nao significativa (E = 0,84 ¢ 0,70).

B-Sitosterol Sitostenona

Figura 16. Efeito de esteroides isolados de Cedrela fissilis sobre a atividade de pectinase.

Cedrela fissilis mostrou-se promissora como fonte de inibidores de pectinase
presente no fluido fecal que pudessem ser utilizados no controle de formigas cortadeiras.
O efeito inibidor desta enzima foi evidenciado nos extratos brutos, principalmente nos

metanolicos, ¢ confirmado durante os fracionamentos destes extratos.
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Além dos extratos de Cedrela fissilis, extratos de outras plantas foram ensaiados
na presenca da pectinase do fluido fecal, a fim de se estudar seu efeito e possivel
potencial inibitorio.

Extratos provenientes de Cipadessa fruticosa, Trichilia ramalhoi, Trichilia
pallens, Helietta puberula, Zanthoxylum acuminatum, Spiranthera odoratissima,
Conchocarpus longifolius, Conchocarpus heterophyllus (somente fragdo), Pilocarpus
giganteus, Pilocarpus riedelianus, Pilocarpus grandiflorus, Erythrochiton brasiliensis,
Rauia sp., Almeidea limae, Almeidea rubra (somente fracdo), Simarouba versicolor,
Protium  heptaphyllum, Dimorphandra mollis, Stryphnodendron adstringens,
Siphoneugena densiflora e Tapirira guianensis foram testados, além de substincias

isoladas de alguns deles.

1.2 — Cipadessa fruticosa

Nao hé dados na literatura sobre o uso de Cipadessa fruticosa como inseticida.
As atividades biologicas das plantas pertencentes a esse gé€nero tem sido pouco
exploradas, havendo alguns relatos de seu uso medicinal no sudeste da Asia (LUO et
al., 2000) e por tribos indigenas no Nepal (JOSHI & JOSHI, 2000).

Com relacdo ao efeito do extrato vegetal de Cipadessa fruticosa sobre a
atividade de pectinase, através da figura 17 pode ser visto que o extrato metandlico de

galho destaca-se por apresentar inibigdo relativamente acentuada.

0,81
061
041
0,21

FH FD FM GH GD GM EH ED EM

Figura 17. Efeito de extrato bruto de Cipadessa fruticosa sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e
controle.

F: folha; G: galho; E: fruto; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.
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Houve isolamento de algumas substancias puras que compdem extratos de
Cipadessa fruticosa. Estas foram testadas, a fim de ser analisada possivel inibi¢ao sobre
a atividade enzimatica.

Das substancias puras extraidas de Cipadessa fruticosa, destacam-se com
inibicao da atividade de pectinase apenas a Cipadesina A (E = 0,73) e a Cipadesina

(E =0,59). As demais substancias ndo inibiram a acdo da enzima pectinase (figura 18).

0,8+
0,6+
0,4+
0,21

Cip A Cip Khay Ruag Mexic

Figura 18. Efeito de substancias isoladas de Cipadessa fruticosa sobre a atividade de pectinase.
CipA: Cipadesina A, Cip: Cipadesina, Khay: Khayasin T, Ruag: Ruageanina A, Mexic:
Mexicanolideo. As barras cor de laranja indicam diferencga significativa entre os valores de D.O.

das reagdes teste e controle.

1.3 — Trichilia ramalhoi

Atividade inseticida foi observada em membros do género Trichilia, sendo
isolados alguns tetranortriterpendides responsaveis por tal acdo, além disso também
podem ser encontradas varias outras atividades biologicas nessas plantas (MONIQUE et
al.,2001).

A figura 19 mostra que os extratos brutos de Trichilia ramalhoi ensaiados
possuem potencial inibitério sobre a atividade de pectinase, principalmente os
metanolicos extraidos de folhas e galhos, que tiveram efeito de 0,20 e 0,11,

respectivamente.
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Figura 19. Efeito de extrato bruto de 7richilia ramalhoi sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e
controle.

F: folha; G: galho; H: hexano; M: metanol.

1.4 — Trichilia pallens

Na figura 20 pode-se verificar que o extrato hexanico de galho de Trichilia
pallens apresentou maior inibicdo de pectinase (E = 0,63), seguido de diclorometanico

do mesmo 6rgdo (E = 0,66). Porém, nenhum desses extratos teve efeito significativo.

FH FD FM GH GD GM EH ED EM

Figura 20. Efeito de extrato bruto de Trichilia pallens sobre a atividade de pectinase.

F: folha; G: galho; E: fruto; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

Embora ja tenham sido isoladas substancias de plantas do género Trichilia com
atividade biologica (MONIQUE et al., 2001), as substancias aqui testadas apresentaram

pouco efeito de inibicdo sobre a atividade de pectinase.
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2 —Familia Rutaceae

2.1 — Helietta puberula

A respeito das propriedades bioldgicas encontradas em Helietta sp., embora
algumas substancias ja tenham sido isoladas, apenas a atividade antibacteriana foi
descrita, sendo aproveitada em uso medicinal (MOURA et al., 2002).

Quanto ao efeito do extrato bruto de Helietta puberula sobre a atividade
enzimatica, através da figura 21, pode-se observar que este ndo contém inibidores
potenciais de pectinase, pois o Unico que apresentou efeito significativo estatisticamente

foi o extrato hexanico de caule, mas, ainda assim, de apenas 0,83.

0,8+
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0,41
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FH FD FM GH GD GM CH CD CM

Figura 21. Efeito de extrato bruto de Helietta puberula sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e
controle.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.2 — Zanthoxylum acuminatum

Os extratos hexanicos de folha e caule de Zanthoxylum acuminatum
apresentaram inibi¢cdo significativa no ensaio, com efeito de 0,68 e 0,67
respectivamente, conforme aponta a figura 22.

Provavelmente tal resultado possa ser justificado pelo fato das plantas do género
Zanthoxylum possuirem, caracteristicamente, metabolitos secundarios (GRAY, 1983),

que, neste caso, podem ser responsaveis pelo efeito observado.
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FH FD FM GH GD GM CH CD CM

Figura 22. Efeito de extrato bruto de Zanthoxylum acuminatum sobre a atividade de pectinase.
As barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das reacdes
teste e controle.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.3 — Spiranthera odoratissima (manacd)

O conhecimento sobre a atividade bioldgica de Spiranthera odoratissima
restringe-se ao seu uso medicinal como emprego popular (SOUZA, 2004), existem
poucos estudos fitoquimicos e de aplicagdes sobre esta planta.

Os extratos brutos de Spiranthera odoratissima testados ndo se mostraram bons
inibidores de pectinase, uma vez que nenhum deles apresentou inibig¢ao significativa de

acordo com o teste estatistico utilizado (figura 23).
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Figura 23. Efeito de extrato bruto de Spiranthera odoratissima sobre a atividade de pectinase.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.
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2.4 — Conchocarpus longifolius

Existem algumas substancias j& isoladas de plantas do género Conchocarpus,
porém, pouco ¢ conhecido sobre suas propriedades bioldgicas (CORTEZ, 2002).
No ensaio enzimatico na presenc¢a do extrato bruto de Conchocarpus longifolius,

mostrado na figura 24, a inibi¢ao ndo foi significativa.
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Figura 24. Efeito de extrato bruto de Conchocarpus longifolius sobre a atividade de pectinase.

F: folha; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.5 — Conchocarpus heterophyllus

As fracoes diclorometanica ¢ de acetato de etila de folhas do extrato bruto
hexanico de Conchocarpus heterophyllus reduziram a atividade da pectinase, com efeito
de 0,60 e 0,84, respectivamente, sendo que as demais fragdes desta partigdo nao

apresentaram inibi¢ao significativa, de acordo com o teste estatistico utilizado na analise
(figura 25).
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Figura 25. Efeito de fracdes de extrato bruto hexanico de Conchocarpus heterophyllus sobre a
atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores
de D.O. das reagdes teste ¢ controle.

F: folha; H: hexano; D: diclorometano; A: acetato de etila; M: metanol.
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2.6 — Pilocarpus giganteus

As espécies pertencentes ao género Pilocarpus sdo caracterizadas por possuirem
alcaléides como constituintes quimicos, os quais sdo empregados com uso medicinal
(RIZZINI & MORS, 1976).

Através dos dados exibidos na figura 26, verifica-se inibicdo da atividade de
pectinase de forma significativa nos extratos brutos de caule de Pilocarpus giganteus,

tanto diclorometanico (0,60 de efeito), metanolico (0,76) e hexanico (0,85).
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Figura 26. Efeito de extrato bruto de Pilocarpus giganteus sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e

controle.

F: folha; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.7 — Pilocarpus riedelianus

A figura 27 indica os resultados dos ensaios com extratos brutos de Pilocarpus
riedelianus. Nenhum dos extratos ensaiados apresentou inibicdo estatisticamente

significante.
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Figura 27. Efeito de extrato bruto de Pilocarpus riedelianus sobre a atividade de pectinase.

F: folha; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.
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2.8 — Pilocarpus grandiflorus

Assim como os resultados mostrados na figura anterior, os extratos brutos de

Pilocarpus grandiflorus testados também nao se revelaram inibidores de pectinase em

potencial (figura 28).
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Figura 28. Efeito sobre a atividade de pectinase de extrato bruto de Pilocarpus grandiflorus.

F: folha; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.9 — Erytrochiton brasiliensis

Os extratos brutos de folha de Erytrochiton brasiliensis mostrados pela figura 29
apresentaram pouca inibicao sobre a atividade enzimatica. Apenas o extrato metandlico

foi significativo, entretanto, com efeito baixo de 0,78.

Figura 29. Efeito de extrato bruto de Erytrochiton brasiliensis sobre a atividade de pectinase.
As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagoes

teste e controle.

F: folha; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.
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2.10 — Rauia sp.

Algumas substancias tem sido isoladas de plantas deste género através de seu
estudo fitoquimico (VELOSO, 1995), contudo ndo sdo encontradas descri¢des sobre as
atividades bioldgicas relacionadas.

Conforme mostra a figura 30, os extratos metanolicos de folha e de caule de
Rauia sp. apresentaram maiores efeitos inibitdrios sobre a atividade da enzima

pectinase.
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Figura 30. Efeito de extrato bruto de Rauia sp. sobre a atividade de pectinase. As barras cor de
laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e controle.

F: folha; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

2.11 — Almeidea limae

Nos ultimos anos varias substancias foram isoladas de algumas espécies do
género Almeidea (CORTEZ, 2002; MAFEZOLI, 2001; SANTOS et al., 1998); porém
ndo existem relatos sobre as atividades bioldgicas referentes a essas plantas.

Segundo a figura 31, embora os extratos hexanicos de galho e de caule de
Almeidea limae tenham apresentado efeito significativo, sua inibicado ndo foi muito alta
(E 0,73 e 0,83, respectivamente). Os demais extratos brutos testados ndo apresentaram

reducdo da atividade enzimadtica de forma significativa.
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Figura 31. Efeito de extrato bruto de A/meidea limae sobre a atividade de pectinase. As barras
cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e

controle.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; M: metanol.

2.12 — Almeidea rubra

Na figura 32 estdo resultados que indicam que das fragdes do extrato metanolico
de Almeidea rubra testadas, somente a diclorometanica de galhos apresentou inibi¢ao

significativa, reduzindo a atividade de pectinase com efeito de 0,43.
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Figura 32. Efeito de fragdes de extrato bruto metandlico de galho de Almeidea rubra sobre a
atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores
de D.O. das reagdes teste ¢ controle.

G: galho; D: diclorometano; A: acetato de etila; M: metanol.

A figura 33 mostra que nenhuma das fragdes de folha de Almeidea rubra

apresentou inibi¢do da atividade de pectinase.
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Figura 33. Efeito de fracdes de extrato bruto metandlico de folha de Almeidea rubra sobre a

atividade de pectinase.

F: folha; D: diclorometano; A: acetato de etila; M: metanol.

Os dados da figura 34 mostram que as fragdes de acetato de etila e metanolica do
extrato bruto metandlico de Almeidea rubra inibiram a atividade enzimatica

apresentando efeito de 0,70 e 0,72, respectivamente.

Figura 34. Efeito de fracdes do extrato bruto metanolico de caule de Almeidea rubra sobre a
atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores
de D.O. das reagdes teste e controle.

C: caule; A: acetato de etila; M: metanol.
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3 — Familia Simaroubaceae

3.1 — Simarouba versicolor

O extrato bruto de Simarouba versicolor apresentou alta inibigdo enzimatica,
principalmente os metandlicos de folha, galho e caule, com efeito de 0,37, 0,19 ¢ 0,10,
respectivamente, além do extrato diclorometanico de caule, com efeito de 0,19,

conforme mostra a figura 35.
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Figura 35. Efeito de extrato bruto de Simarouba versicolor sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e
controle.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

Assim, os extratos metanolicos de Simarouba versicolor foram fracionados,

sendo os resultados apresentados nas figuras que seguem.

Conforme mostra a figura 36, a inibicdo das fracdes metandlicas de folha
manteve-se, principalmente na fracdo hidroalcodlica, que apresentou 0,29 de efeito,

seguida da fragdo de acetato de etila, com E = 0,40.
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Figura 36. Efeito de fragdes de extrato bruto metandlico de folha de Simarouba versicolor
sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre as

D.O. das reacgdes teste e controle.

F: folha; H: hexano; A: acetato de etila; D: diclorometano; HA: hidroalcodlica; M: metanol.

As fragdes hidroalcodlica e de acetato de etila de galho de Simarouba versicolor
apresentaram inibicdo de atividade de pectinase, correspondendo a um efeito de 0,06

para ambas, além da fracdo diclorometénica, com 0,31 de efeito (figura 37).

GMH GMA GMD GMHA

Figura 37. Efeito de fragdes de extrato bruto metanolico de galho de Simarouba versicolor
sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os
valores de D.O. das reag0es teste e controle.

G: galho; H: hexano; A: acetato de etila; D: diclorometano; HA: hidroalcoolica; M: metanol.

Através da figura 38, € possivel observar que das fracdes de caule de Simarouba
versicolor, mais uma vez as particdes hidroalcodlica e de acetato de etila, foram as que
surtiram as maiores inibigdes sobre a atividade enzimatica, com E = 0,20 ¢ 0,15,

respectivamente.
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Figura 38. Efeito de fragdes de extrato bruto metanolico de caule de Simarouba versicolor
sobre a atividade de pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os
valores de D.O. das reag0es teste e controle.

C: caule; H: hexano; A: acetato de etila; D: diclorometano; HA: hidroalcoolica; M: metanol.

4 — Familia Burseraceae

4.1 — Protium heptaphyllum

Compostos encontrados em espécies do género Protium sdao comumente
responsaveis por atividades farmacologicas. Protium heptaphyllum ¢ uma planta
bastante utilizada como cicatrizante e antiinflamatéoria (MORS et al., 2002).

No caso do efeito dos extratos de Protium heptaphyllum sobre a atividade de
pectinase, hd o destaque inibitorio dos extratos metandlicos, embora ocorra em porgdes

menores: 0,80 de efeito no extrato de folha e 0,61 no extrato de galho (figura 39).
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Figura 39. Efeito de extrato bruto de Protium heptaphyllum sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferenca significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e

controle.

F: folha; G: galho; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

Ordem Rosales

1 — Familia Leguminosae

1.1 — Subfamilia Caesalpiniaceae

1.1.1 — Dimorphandra mollis (barbatimao de folha mitda)

Dimorphandra mollis ¢ uma planta muito pouco estudada quanto a composi¢ao
fitoquimica e suas aplicagdes.
No ensaio realizado com extratos brutos de Dimorphandra mollis, nenhum

apresentou inibi¢ao da enzima pectinase (figura 40).
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Figura 40. Efeito de extrato bruto de Dimorphandra mollis sobre a atividade de pectinase.

Ped: pedunculo; Inf: inflorescéncia; D: diclorometano; M: metanol.
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1.2 - Subfamilia Mimosoideae

1.2.1 - Stryphnodendron adstringens (barbatimao)

Caracterizada por ter taninos como componentes de sua casca, Stryphnodendron
adstringens ¢ empregada na medicina popular (MORS et al., 2002).

Assim como mostrado na figura anterior, os extratos brutos de Stryphnodendron
adstringens testados também ndo se revelaram inibidores de pectinase em potencial

(figura 41).

PedD PedM InfiD InfiM

Figura 41. Efeito de extrato bruto de Stryphnodendron adstringens sobre a atividade de
pectinase.

Ped: pedunculo; Inf: inflorescéncia; D: diclorometano; M: metanol.

Ordem Myrtiflorae (= Myrtales)

1 — Familia Myrtaceae

1.1 — Siphoneugena densiflora (maria — preta, murta, uvatinga)

Os extratos hidrometanoélicos de Siphoneugena densiflora mostrados pela figura
42 exibem inibi¢ao da atividade de pectinase. Apenas o extrato de galho ndo apresentou

efeito significativo.
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Figura 42. Efeito de extrato bruto de Siphoneugena densiflora sobre a atividade de pectinase.
As barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das reagdes
teste e controle.

G: galho, C: caule; R: raiz; Hidrom: hidrometandlico.

Foram isoladas substancias classificadas como taninos da planta Siphoneugena
densiflora, o efeito destas foi avaliado sobre a atividade de pectinase.

Uma inibi¢do enzimatica significante foi detectada nas substancias casuarinina,
pedunculagina e ramnosideo, as quais, conforme indicado pela figura 43, apresentaram

efeito de 0,72, 0,40 e 0,85, respectivamente.
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E

Figura 43. Efeito de taninos extraidos de Siphoneugena densiflora sobre a atividade de
pectinase. As barras cor de laranja indicam diferenga significativa entre os valores de D.O. das

reagdes teste e controle.



63

Ordem Sapindales

1 — Familia Anacardiaceae

4.1 — Tapirira guianensis (pau-pombo)

Em relagdo as atividades biologicas, foram relatadas atividades antimalarial e
citotoxica de Tapirira guianensis, sendo, ainda, tronco e folhas usados popularmente
contra lepra, diarréia e sifilis (MELO, 1971 apud DAVID et al., 1998).

Na figura 44 pode ser observado que principalmente os extratos metandlicos
bruto de folha (efeito de 0,31), galho (0,39) e caule (0,07) de Tapirira guianensis

inibiram a atividade enzimatica.
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Figura 44. Efeito de extrato bruto de Tapirira guianensis sobre a atividade de pectinase. As
barras cor de laranja indicam diferencga significativa entre os valores de D.O. das reagdes teste e
controle.

F: folha; G: galho; C: caule; H: hexano; D: diclorometano; M: metanol.

Com a obtengdo desses resultados, uma vez selecionadas algumas plantas que
contenham inibidores de pectinase do intestino das formigas cortadeiras, posteriormente
poderiam ser desenvolvidos experimentos com pequenos formigueiros mantidos em
laboratdério, nos quais 0os compostos e/ou extratos ativos seriam aspergidos para

avaliacdo comportamental do mesmo.
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IT — Resultados do ensaio enzimatico de pectinase presente no jardim de fungo.

Uma outra avaliacdo de efeito inibitério foi feita com uma substancia e dois
extratos através de dosagem enzimatica de pectinase extraida do jardim de fungo ao
invés do fluido fecal da formiga.

Foram selecionados para este ensaio: a (-)-catequina (substancia isolada da
planta Cedrela fissilis), bem como dois extratos etandlicos que mais apresentaram
inibi¢do enzimatica (de folha e galho da mesma planta).

O resultado da atividade enzimatica do experimento controle e teste estdo

expressos na tabela 4:

TABELA 4. Atividade de pectinase do jardim de fungo na presenca de extratos vegetais ou

substancia isolada de Cedrela fissilis.

Atividade enzimdtica (umol.min
! g esponja seca)
Extrato vegetal/substincia Controle Teste
(-)-catequina 2500 2500
Extrato etandlico de folha 2500 1875
Extrato etandlico de galho 2500 2187

A atividade enzimadtica na presenca de (-)-catequina foi exatamente igual aquela
obtida no experimento controle e a atividade com os extratos etandlicos sofreu pequeno
declinio.

Isso implica dizer que, embora a substancia ou os extratos brutos utilizados neste
ensaio tenham apresentado inibicdo sobre a atividade da pectinase extraida do fluido
fecal, quando testados em ensaio com a enzima do jardim de fungo, tal inibi¢do ndo se
manteve.

As curvas das atividades enzimadticas correspondentes a esses resultados estio

representadas pelas figuras 45, 46 e 47.
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Figura 45. Producdo de agtcares redutores (DO 540 nm) resultantes da acdo da pectinase do

jardim de fungo sobre pectina citrica na auséncia (controle) ou presenga de (-)-catequina.
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Figura 46. Produgao de acucares redutores (DO 540 nm) resultantes da acdo da pectinase do
jardim de fungo sobre pectina citrica na auséncia (controle) ou presenca de extrato bruto

etanodlico de folha de Cedrela fissilis (Et. Folha).
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Figura 47. Producdo de agtcares redutores (DO 540 nm) resultantes da acdo da pectinase do
jardim de fungo sobre pectina citrica na ausé€ncia (controle) ou presenca de extrato bruto

etanolico de galho de Cedrela fissilis (Et. Galho).
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Diante desses resultados e dada a complexidade da composi¢ao do jardim de
fungo, observa-se a existéncia de um sistema que funciona como uma barreira protetora
que, provavelmente, impede a a¢do de inibidores enzimaticos em potencial.

DOWD (1992) sugere uma acdo detoxificante do fungo simbionte contra
metabolitos secundarios provenientes das plantas que seriam téxicas as formigas e/ou
fungo. Enzimas estdveis e capazes de agir sobre varios substratos seriam responsaveis
pela degradacdo das toxinas do material vegetal quando o fungo ¢ inoculado.

A capacidade do fungo em detoxificar aleloquimicos de plantas também foi
descrita por LITTLEDYKE & CHERRETT (1976).

Virios casos de insetos que se alimentam de plantas que contém toxinas foram
relacionados a detoxificagdo enzimadtica associada a essas toxinas. Porém, poucos
trabalhos tem se desenvolvido para testar tal habilidade detoxificante (DOWD, 1992).

O nivel de recrutamento por parte das formigas cortadeiras depende da qualidade
do material oferecido o que inclui caracteristicas fisicas e quimicas da planta, além de
auséncia de compostos deterrentes. O fator que determina a aceitabilidade da planta ¢é
particular para cada espécie (KNAPP et al. 1990).

Muitas vezes, compostos secundarios das plantas exercem efeito toxico sobre
formiga e/ou fungo. Se o fungo ¢ danificado por compostos antifungicos presentes nas
plantas, ¢ possivel que o microrganismo responda produzindo compostos
semioquimicos em resposta ao estresse provocado. Desse modo, o forrageamento é
manipulado, influenciando na escolha de um substrato 6timo para o crescimento do
fungo simbionte, além de prevenir a coleta do material vegetal que pode ser deletério a
colonia (NORTH et al., 1999; RIDLEY et al., 1996).

As formigas detectam este sinal de estimulo e adaptam seu forrageamento,
podendo nao cortar este material vegetal ou apresentar um comportamento descrito por
KNAAP (1990) como atrasado de rejeicdo, quando a planta ¢ cortada, levada para o
ninho e posteriormente rejeitada. Quando isso ocorre, as folhas de uma determinada
planta deixam de ser inicialmente cortadas.

As formigas parecem reter informagdo sobre quais folhas aceitar ou rejeitar,
reconhecendo os constituintes quimicos da planta, pois de acordo com o experimento

realizado por NORTH et al. (1999), materiais vegetais com e sem fungicida foram
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rejeitados depois de alguns dias, provavelmente por associacdo das formigas aos
constituintes do vegetal com o substrato danoso para os fungos.
Segundo RIDLEY et al. (1996) esta pode ser uma hipotese para explicar a

preferéncia alimentar das formigas e sua mudanga no seu padrao de forrageamento.
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CONCLUSAO

As fragdes e sub-fragdes de Cedrela fissilis atuaram como inibidoras de pectinase
presente no fluido fecal de Atta sexdens, havendo o isolamento do flavondide
(-)-catequina na forma purificada ou como composto majoritario das sub-fracdes ativas.

Os extratos etanolicos de Cedrela fissilis apresentaram inibi¢ao da atividade de
pectinase do fluido fecal, principalmente os provenientes de folha e galho.

Contudo, a substancia (-)-catequina e os extratos brutos etanolicos de Cedrela
fissilis, ndo inibiram a atividade de pectinase do jardim de fungo, sugerindo uma agao
detoxificante no local que impediu a acdo inibitdria nesses casos.

Dentre as 22 espécies vegetais ensaiadas, os extratos brutos metanolicos das
plantas Cipadessa fruticosa (galho), Trichilia ramalhoi (folha e galho), Tapirira
guianensis (folha, galho e caule), Rauia sp. (folha e caule) e Simarouba versicolor
(folha, galho e caule) apresentaram de inibi¢do da enzima pectinase do fluido fecal, o
que leva a conclusdo de que tais extratos possuem importantes inibidores enzimaticos
em potencial, que poderdo ser identificados em trabalhos posteriores.

Inibi¢des significativas também foram causadas por taninos isolados de
Siphoneugena densiflora, principalmente pela substidncia pedunculagina, que por isso

mostra-se um promissor inibidor enzimatico de pectinase de fluido fecal.
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APENDICE

I — Resultados do teste estatistico Mann-Whitney (95 %) e efeito dos extratos vegetais

sobre a atividade enzimatica de pectinase.

78

TABELA 5. Efeito de sub-fracdes da fracdo butanodlica do extrato metanolico de fruto de

Cedprela fissilis (EMB) sobre a atividade de pectinase.

Sub-fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

EMB - 1 0,97 (£0,06) 1,16 (£0,06) 0,03 1,00
EMB -2 0,97 (£0,06) 1,06 (£0,03) 0,07 1,00
EMB -3 0,97 (£0,06) 1,04 (£0,04) 0,98 1,00
EMB -4 0,97 (£0,06) 0,69 (+£0,07) 0,02 0,71 *
EMB -5 0,97 (+0,06) 0,82 (+£0,04) 0,02 0,84 *
EMB -6 0,99 (+0,03) 0,75(+£0,04) 0,02 0,75 *
EMB -7 0,99 (+0,03) 0,17 (+£0,07) 0,02 0,17 *
EMB -8 0,99 (+0,03) 0,13 (+£0,03) 0,02 0,13 *
EMB -9 0,99 (£0,03) 0,75(x0,04) 0,02 0,75 *
EMB - 10 0,99 (£ 0,03) 0,66 (£0,04) 0,02 0,66 *
EMB - 11 0,93 (£0,06) 0,72 (+0,05) 0,02 0,77 *
EMB - 12 0,99 (£0,02) 0,36 (+0,04) 0,02 0,36 *
EMB - 13 1,07 (£0,02) O 0*

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 6. Efeito de sub-fracdes da fragdo butanolica do extrato metandlico de fruto de

Cedrela fissilis (EMB — 8) sobre a atividade de pectinase.

Sub-fra¢io  DOssg nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
EMB 8.1 0,53 (£0,03) 0,42 (£0,01) 0,02 0,79 *
EMB 8.2 0,53 (£0,03) 0,12 (£0,02) 0,02 0,22 *
EMB 8.3 0,78 (£0,02) 0,49 (£0,04) 0,02 0,62 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 7. Efeito de sub-fragcdes da fracao diclorometanica do extrato metanolico de fruto de

Cedrela fissilis (EMD) sobre a atividade de pectinase.

Sub-fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

EMD -1 0,90 (£ 0,02) 0,72 (£0,01) 0,02 0,80 *
EMD -2 0,90 (+0,02) 0,65(+0,04) 0,02  0,72*
EMD -3 0,90 (£0,02) 0,59 (+0,05) 0,02  0,65*
EMD -4 0,90 (£ 0,02) 0,56 (£0,05) 0,02 0,62 *
EMD -5 0,62 (£0,01) 0,59 (£0,02) 0,13 0,95
EMD - 6 0,62 (+0,01) 0,54 (+0,03) 0,02 0,87 *
EMD — 7 0,62 (£0,01) 0,19 (£0,03) 0,02 0,30 *
EMD -8 0,62 (£0,01) 0,20 (£0,02) 0,02 0,32 *
EMD -9 0,62 (£0,01) 0,45(x0,03) 0,02  0,72*
EMD - 10 0,75 (£ 0,03) 0,61 (£0,02) 0,02 0,81 *
EMD — 11 0,75 (£ 0,03) 1,00 (£ 0,05) 0,08 1,00
EMD - 12 0,75 (£0,03) 0,76 (£ 0,06) 0,76 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 8. Efeito de sub-fracdes da fracdo diclorometanica do extrato metandlico de fruto de

Cedrela fissilis (EMD — 7) sobre a atividade de pectinase.

Sub-frac¢io DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
EMD 7.1 0,65 (£0,01) 0,63 (£0,02) 0,11 0,96
EMD 7.4 0,82 (£0,02) 0,86 (£0,04) 0,11 1,00
EMD 7.2.1 0,51 (£0,02) 0,50 (£0,01) 0,88 0,98
EMD 722 0,64 (£0,01) 0,56 (+0,01) 0,02 0,87 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 9. Efeito de sub-fracdoes da fragdo butanolica do extrato metanolico de caule de

Cedrela fissilis (CMB) sobre a atividade

de pectinase.

Sub-frac¢io DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
CMB -1 1,01 (£0,05) 0,56 (£0,02) 0,02 0,55 *
CMB-2 1,01 (+0,05) 0,84(+0,02) 0,02 0,83 *
CMB-3 1,09 (+0,02) 037 (+£0,03) 0,02 0,33 *
CMB -4 1,09 (£ 0,02) 1,15(£0,03) 0,05 1,00
CMB -5 1,09 (£ 0,02) 0,99 (£ 0,05) 0,05 0,90

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 10. Efeito de sub-fragdes da fragdo diclorometanica do extrato metanolico de caule

de Cedrela fissilis (CMD) sobre a atividade de pectinase.

DOs49 nm (média = desvio- p E
Sub-fracio padrio)

Controle Teste
CMD -1 1,00 (£0,02) 1,04 (£0,01) 0,06 1,00
CMD -2 0,93 (£0,01) 0,23 (£0,02) 0,02 0,24 *
CMD -3 0,93 (£0,01) 0,22 (£0,005) 0,02 0,23 *
CMD -4 0,93 (£0,01) 0,14 (x0,01) 0,02 0,15 *
CMD -5 1,07 (£ 0,04) 0,12 (£0,01) 0,02 0,11 *
CMD -6 1,07 (£ 0,04) 0,09 (£0,01) 0,02 0,08 *
CMD -7 0,82 (£0,05) O 0*
CMD -8 0,70 (£ 0,04) 0,08 (£0,02) 0,02 0,11 *
CMD -9 0,82 (£0,05) 0,65 (£0,03) 0,02 0,79 *
CMD -10 0,82 (£0,05) 0,54 (£0,04) 0,02 0,65 *
CMD -11 0,82 (£ 0,05) 0,93 (£0,008) 0,01 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 11. Efeito de sub-fragdes da fragdo diclorometanica do extrato metanolico de caule

de Cedrela fissilis (CMD — 4) sobre a atividade de pectinase.

Sub-frag¢io DOsyp nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
CMD 4.1 0,66 (£ 0,03) 0,61 (+0,01) 0,05 0,92
CMD 4.2.1 0,64 (+0,01) 0,60 (£ 0,04) 0,20 0,93
CMD 4.3.1 0,65 (+0,01) 0,63 (£0,02) 0,48 0,96
CMD 4.3.5 0,53 (£ 0,03) 0,13 (£0,01) 0,02 0,24 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 12. Efeito de sub-fragdes da fracdo butanoélica do extrato metanodlico de galho de
Cedrela fissilis (GMB) sobre a atividade de pectinase.

Sub-fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

GMB -1 1,03 (£0,04) 0,19 (£0,02) 0,02 0,19 *
GMB -2 1,03 (£0,04) 0,55(£0.02) 0,02 0,53 *
GMB -3 1,03 (£0,04) 0,75 (£0,04) 0,02 0,72 *
GMB -5 1,03 (£0,04) 0,29 (£0,01) 0,02 0,28 *
GMB - 6 1,03 (£ 0,04) 0,25(+£0,04) 0,02 0,24 *
GMB -7 1,01 (£ 0,05) 0,62 (£0,05) 0,02 0,61 *
GMB -8 1,01 (£0,05) 0,96 (£ 0,05 0,34 0,95

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 13. Efeito de sub-fragdes da fragdo hexanica do extrato metandlico de galho de
Cedrela fissilis (GMH — 12) sobre a atividade de pectinase.

Sub-fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

GMH 12.7 0,78 (£0,02) 0,58 (£0,02) 0,02 0,74 *
GMH 12.2.1 0,83 (£0,03) 0,83 (£0,04) 0,88 1,00
GMH 12.2.2 0,36 (£0,01) 0,35(£0,04) 1,00 0,97
GMH 12.4.1 0,94 (£0,02) 0,99 (£0,01) 0,10 1,00
GMH 12.4.2 0,75 (£ 0,02) 0,85(+£0,03) 0,20 1,00
GMH 12.4.3 0,75 (£0,02) 0,70 (£0,02) 0,48 0,93
GMH 12.4.4 0,94 (£0,02) 0,78 (+0,02) 0,10 0,82
GMH 12.5.1 0,83 (+0,03) 0,85 (£0,04) 0,68 1,00
GMH 12.5.2 0,58 (+0,03) 0,41 (x0,03) 0,10 0,70
GMH 12.5.4 0,78 (£0,02) 0,32(£0,02) 0,11 0,81
GMH 12.5.6 0,58 (£0,03) 0,47 (£0,03) 0,02 0,57 *
GMH 12.2.3.1 0,36 (£0,01) 0,36 (£0,04) 1,00 1,00
GMH 12.2.3.3 0,94 (£0,02) 1,03 (£0,05) 0,10 1,00
GMH 12.2.32.1 0,83 (£0,03) 0,89 (+0,04) 022 1,00
GMH 12.2.32.2 0,62 (£0,02) 0,77 (+0,02) 0,02 1,00
GMH 122323 0,75 (+0,02) 0,79 (£0,01) 0,88 1,00

(*) inibi¢do de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 14. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis obtido a 4° C sobre a atividade

de pectinase.

Orgio  DOsy nm (média * desvio-padrio) p E
Controle Teste
Folha 0,92 (+0,02) 0,99 (+0,04) 0,05 1,00
Galho 0,92 (£ 0,02) 0,60 (£ 0,03) 0,02 0,65 *
Caule 0,92 (£ 0,02) 0,74 (£ 0,04) 0,02 0,80 *
Raiz 0,92 (£ 0,02) 0,94 (£ 0,05) 0,34 1,00
Fruto 0,92 (£ 0,02) 0,53 (£0,05) 0,02 0,57 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 15. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis obtido a 25° C sobre a atividade

de pectinase.

Orgio  DOsy nm (Média * desvio-padrio) p E
Controle Teste

Folha 0,96 (= 0,02) 1,13 (x0,02) 0,05 1,00

Galho 0,96 (£ 0,02) 0,97 (£ 0,05) 1,00 1,00

Caule 0,96 (+0,02) 0,96 (+ 0,03) 0,88 1,00

Raiz 0,96 (+ 0,02) 1,07 (£0,02) 0,02 1,00

Fruto 0,98 (+0,01) 0,97 (£ 0,02) 0,40 0,98

TABELA 16. Efeito de extrato bruto aquoso de Cedrela fissilis obtido a 100° C sobre a

atividade de pectinase.

Orgio DOs49 um (Média £ desvio- p E
padrio)
Controle Teste

Folha 0,92 (+0,03) 0,98 (+x0,01) 0,05 1,00
Galho 0,92 (£ 0,03) 0,90 (£ 0,05) 0,34 0,97
Caule 0,96 (+ 0,03) 1,00 (£ 0,01) 0,02 1,00
Raiz 0,92 (+0,03) 0,94 (£0,01) 0,34 1,00
Fruto 0,98 (£ 0,01) 0,71 (£0,02) 0,02 0,72 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.



TABELA 17. Efeito de extrato bruto etanolico de Cedrela fissilis sobre a atividade de

pectinase.

Orgio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha 1,16 (£0,02) 0,09 (+0,02) 0,02 0,07 *
Galho 1,14 (= 0,03) 0,09 (£0,01) 0,02 0,07 *
Caule 1,16 (+ 0,02) 0,88 (£0,04) 0,02 0,75 *
Raiz 1,16 (£ 0,02) 1,07 (£ 0,03) 0,02 0,92 *
Fruto 1,16 (£ 0,02) 0,79 (£0,01) 0,02 0,68 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 18. Efeito de limonodides do tipo gedunina isolados de Cedrela fissilis sobre a

atividade de pectinase.

Substincia DOs49 um (Média * desvio- p E
padrio)
Controle Teste

Gedunina 1,01 (£0,01) 0,98 (£0,05) 020 0,97
6o-acetoxigedunina 1,01 (£0,01) 0,88(+£0,05 0,02 0,87*
7-desacetilgedunina 1,01 (£0,01) 0,95(£0,04) 0,02 0,94 *
7-desacetoxi-7-oxogedunina 1,01 (£0,01) 0,96 (+£0,02) 0,02 0,95*
Fotogedunina 1,01 (£0,01) 094 (+0,02) 0,02 093 *
1,2-diidro-3B-hidroxi-7- 1,01 (£0,04) 0,93(£0,04) 0,11 0,92

desacetoxi-7 oxogedunina

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 19. Efeito de triterpenos isolados de Cedrela fissilis sobre a atividade de pectinase.

Substéncia DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Acido oleandlico 1,01 (£0,04) 097 (£0,05) 0,22 0,96
Acido oleandnico 0,87 (£0,01) 0,67 (£0,03) 0,02 0,77 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.



TABELA 20. Efeito de esteroides isolados de Cedrela fissilis sobre a atividade de pectinase.

Substincia DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Sitosterol + estigmasterol 1,01 (£0,04) 0,85(£0,05) 0,05 0,84
Sitostenona 1,01 (£0,04) 0,71 (£0,03) 0,05 0,70

TABELA 21. Efeito de extrato bruto de Cipadessa fruticosa sobre a atividade de pectinase.

Orgio DOs40 um (média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 1,02 (+0,05) 0,87 (£0,03) 0,02 0,85*
Folha  Diclorometano 1,02 (+0,05) 0,86 (+0,05) 0,02 0,84 *
Folha  Metanol 1,02 (£0,05) 0,77 (+£0,07) 0,02 0,75*
Galho  Hexano 0,73 (£0,01) 0,85(+0,02) 0,02 1,00
Galho  Diclorometano 0,73 (£ 0,01) 0,75 (+0,03) 0,48 1,00
Galho  Metanol 1,02 (£0,05) 0,34 (£0,05) 0,02 0,33*
Fruto  Hexano 0,73 (£0,01) 0,68 (£0,04) 0,11 0,93
Fruto  Diclorometano 0,73 (+0,01) 0,65 (+0,04) 0,02 0,89 *
Fruto  Metanol 0,73 (£0,01) 0,89 (£0,03) 0,02 1,00

(*) inibi¢do de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 22. Efeito de substancias isoladas de Cipadessa fruticosa sobre a atividade de

pectinase.
Substincia DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

Cipadesina A 0,87 (£0,01) 0,64 (£0,02) 0,02 0,73 *
Cipadesina 0,87 (£0,01) 0,52 (£0,03) 0,02 0,59 *
Khayasin T 0,87 (£0,03) 0,88 (£0,05) 0,88 1,00
Ruagenina A 0,87 (£ 0,03) 0,91 (+0,05) 0,11 1,00
Mexicanolideo 0,87 (£0,03) 0,87 (£0,05) 0,85 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.



TABELA 23. Efeito de extrato bruto de Trichilia ramalhoi sobre a atividade de pectinase.

Orgio  Extrato DOs49 nm (média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,99 (£0,04) 0,72 (+0,02) 0,02 0,72 *
Folha  Metanol 0,99 (+0,04) 0,20 (+0,04) 0,02 0,20 *
Galho  Hexano 0,99 (+0,04) 0,81 (+0,02) 0,02 0,81 *
Galho Metanol 0,70 (+0,04) 0,08 (+0,02) 0,02 0,11 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 24. Efeito de extrato bruto de Trichilia pallens sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 1,24 (£0,02) 1,25(£0,03) 0,62 1,00
Folha  Diclorometano 1,78 (£0,02) 1,77 (+0,03) 1,00 0,99
Folha  Metanol 1,78 (£0,02) 1,59 (+0,05) 0,05 0,89
Galho  Hexano 1,24 (£0,02) 0,79 (+0,03) 0,05 0,63
Galho  Diclorometano 1,24 (£0,02) 0,82 (+0,03) 0,10 0,66
Galho  Metanol 1,24 (£0,02) 1,11(£0,02) 0,10 0,89
Fruto  Hexano 1,24 (£0,02) 1,13(£0,04) 0,10 091
Fruto  Diclorometano 1,78 (£ 0,02) 1,51 (x0,05) 0,10 0,84
Fruto  Metanol 1,78 (£0,02) 1,56 (£0,05 0,05 0,87

TABELA 25. Efeito de extrato bruto de Helietta puberula sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs40 um (Média + desvio-padrio) p E
Controle Teste
Folha  Hexano 0,95 (£ 0,08) 0,99 (£ 0,06) 0,62 1,00
Folha  Diclorometano 1,08 (+0,02) 1,10 (+0,04) 0,88 1,00
Folha  Metanol 1,40 (£ 0,08) 1,48 (+0,02) 0,62 1,00
Galho  Hexano 0,95 (£ 0,08) 0,88 (+ 0,08) 0,40 0,92
Galho  Diclorometano 0,87 (= 0,08) 1,07 (£ 0,02) 0,10 1,00
Galho  Metanol 1,40 (+ 0,08) 1,55 (+ 0,02) 0,48 1,00
Caule  Hexano 1,01 (£0,01) 0,84 (+0,07) 0,02 0,83 *
Caule  Diclorometano 0,87 (+ 0,08) 1,01 (£0,01) 0,11 1,00
Caule  Metanol 1,40 (£ 0,08) 1,50 (+0,02) 0,62 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 26. Efeito de extrato bruto de Zanthoxylum acuminatum sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,95 (£0,08) 0,65 (+0,08) 0,02 0,68 *
Folha  Diclorometano 1,20 (£ 0,01) 1,47 (£0,05) 0,02 1,00
Folha  Metanol 1,20 (£ 0,01) 1,31 (£0,02) 0,02 1,00
Galho  Hexano 0,95 (£ 0,08) 0,59 (£0,04) 0,05 0,62
Galho  Diclorometano 1,48 (£0,01) 0,28 (0,03) 1,00 0,93
Galho  Metanol 1,20 (£ 0,01) 1,39 (£0,01) 0,05 1,00
Caule Hexano 0,95 (£0,08) 0,65 (+0,08) 0,02 0,67 *
Caule  Diclorometano 0,87 (+0,08) 1,02 (+0,02) 0,11 1,00
Caule  Metanol 1,01 (£ 0,01) 1,08 (£0,01) 0,05 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 27. Efeito de extrato bruto de Spiranthera odoratissima sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs4 nm (média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,94 (£ 0,02) 0,78 (£ 0,08) 0,05 0,82
Folha  Diclorometano 0,77 (+ 0,08) 0,81 (£ 0,03) 0,48 1,00
Folha  Metanol 0,69 (£ 0,05) 0,78 (£ 0,04) 0,11 1,00
Galho  Metanol 0,69 (£ 0,05) 0,72 (£ 0,05) 0,68 1,00
Caule  Hexano 0,77 (£ 0,08)  0,75(x0,06) 0,88 0,97
Caule  Diclorometano 0,94 (£ 0,02) 0,95 (£ 0,06) 0,70 1,00

TABELA 28. Efeito de extrato bruto de Conchocarpus longifolius sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs4 nm (média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 1,23 (£ 0,02) 1,30(x0,05 0,34 1,00
Folha  Diclorometano 1,23 (+£0,02) 1,22(+0,03) 0,40 0,99
Folha  Metanol 1,23(+£0,02) 1,30(+0,01) 0,05 1,00
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TABELA 29. Efeito de fracdes do extrato bruto hexdnico de folha de Conchocarpus

heterophyllus sobre a atividade de pectinase.

Fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Hexano 1,01 (£0,08) 1,01 (+£0,07) 0,93 1,00
Diclorometano 1,01 (+0,08) 0,61 (£0,05) 0,02 0,60 *
Acetato de etila 1,01 (£ 0,08) 0,85 (+0,04) 0,01 0,84 *
Metanol 0,71 (£0,01) 0,71 (£0,01) 0,83 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 30. Efeito de extrato bruto de Pilocarpus giganteus sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs40 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,77 (£ 0,06) 0,93 (£0,04) 0,05 1,00
Folha  Diclorometano 0,77 (£ 0,06) 0,70 (£0,08) 0,62 0,90
Folha  Metanol 0,77 (£0,06)  0,75(x0,04) 0,85 0,97
Caule  Hexano 1,48 (£0,07)  1,26(x0,06) 0,02 085*
Caule Diclorometano 0,94 (+0,02) 0,57 (£0,05) 0,02 0,60 *
Caule  Metanol 0,94 (£0,02) 0,72(+0,03) 0,02 0,76 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 31. Efeito de extrato bruto de Pilocarpus riedelianus sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOsyp nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,84 (£0,02) 0,70 (£0,05) 0,10 0,83
Folha  Diclorometano 0,84 (+0,02) 0,87 (+0,02) 0,20 1,00
Folha  Metanol 0,84 (£0,02) 0,78 (+£0,03) 0,10 0,92

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 32. Efeito de extrato bruto de Pilocarpus grandiflorus sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,69 (£ 0,05) 0,90 (£0,02) 0,02 1,00
Folha  Diclorometano 0,69 (+ 0,05) 0,81 (+0,02) 0,02 1,00
Folha  Metanol 0,69 (£ 0,05) 0,85(£0,02) 0,02 1,00




TABELA 33. Efeito de extrato bruto de Erytrochiton brasiliensis sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs49 nm (média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,84 (x0,02) 0,72 (+0,02) 0,05 0,85
Folha  Diclorometano 0,84 (£0,02) 0,78 (+0,03) 0,05 0,92
Folha  Metanol 0,66 (£0,02) 052(+£0,02) 0,02 0,78 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 34. Efeito de extrato bruto de Rauia sp. sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOsy nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,66 (£ 0,02) 0,59 (£0,03) 0,02 0,89*
Folha  Diclorometano 1,01 (£0,03) 1,04 (+0,03) 0,34 1,00
Folha  Metanol 1,01 (£0,03) 0,36(£0,01) 0,02 035*
Caule  Metanol 1,01 (£0,03) 0,30(£0,01) 0,02 029*

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 35. Efeito de extrato bruto de Almeidea limae sobre a atividade de pectinase.

Orgio  Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

Folha  Hexano 0,68 (£0,02) 0,65 (+0,005) 0,13 0,95
Folha Metanol 0,68 (£ 0,02) 0,85 (+0,02) 0,05 1,00
Galho  Hexano 0,99 (+0,04) 0,73 (+0,05) 0,03 0,73 *
Galho  Metanol 0,68 (£0,02) 0,73 (£ 0,04) 0,13 1,00
Caule Hexano 0,68 (£0,02) 0,57 (+0,05) 0,04 0,83 *
Caule  Metanol 0,68 (+0,02) 0,93 (+0,05) 0,03 1,00

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 36. Efeito de fragdes do extrato bruto metandlico de galho de Almeidea rubra sobre a

atividade de pectinase.

Fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padréo)
Controle Teste
Diclorometano 0,71 (£0,01) 0,41 (£0,01) 0,01 0,57 *
Acetato de etila 0,52 (£0,04) 0,61 (+0,04) 0,20 1,00
1,00

Metanol 0,52 (£0,04) 0,94 (0,05 0,03

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 37. Efeito de fracdes do extrato bruto metanolico de folha de Almeidea rubra sobre a

atividade de pectinase.

Fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Diclorometano 0,52 (+0,04) 0,93 (£0,01) 0,02 1,00
Acetato de etila 0,71 (£0,01) 0,83 (+£0,01) 0,02 1,00
0,99

Metanol 1,01 (£0,08) 1,00 (+0,03) 0,84

TABELA 38. Efeito de fragoes do extrato bruto metanolico de caule de Almeidea rubra sobre a

atividade de pectinase.

Fracio DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Acetato de etila 0,71 (£0,01) 0,50 (+0,03) 0,02 0,70 *
Metanol 1,01 (+0,03) 0,73(+0,02) 0,01 0,72 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 39. Efeito de extrato bruto de Simarouba versicolor sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 1,01 (£0,01) 1,03(£0,02) 0,11 1,00
Folha  Diclorometano 1,08 (+0,01) 1,00 (+0,02) 0,48 0,92
Folha  Metanol 1,48 (£0,07)  0,56(£0,07) 0,02 0,37*
Galho  Hexano 1,00 (£ 0,02) 1,03(£0,04) 0,62 1,00
Galho  Diclorometano 1,08 (£ 0,01) 1,04 (£0,03) 0,48 0,96
Galho  Metanol 1,48 (£0,07) 0,28 (+0,03) 0,02 0,19 *
Caule  Hexano 1,00 (£ 0,02) 1,03 (£0,02) 034 1,00
Caule  Diclorometano 1,08 (£0,01)  0,21(+0,03) 0,02 0,19*
Caule  Metanol 1,40 (£0,07)  0,14(+£0,02) 0,02 0,10 *

(*) inibi¢do de pectinase significante a 95 %.

TABELA 40. Efeito de fragdes do extrato bruto metandlico de folha de Simarouba versicolor

sobre a atividade de pectinase.

Fracio DOs40 nm (Média + desvio-padrio) p E
Controle Teste
Hexano 0,81 (£ 0,06) 0,72 (£ 0,06) 0,11 0,88
Acetato de etila 0,81 (£0,06) 0,33 (£ 0,06) 0,02 0,40 *
Diclorometano 0,81 (£ 0,06) 0,68 (£ 0,03) 0,02 0,83 *
Hidroalcoolico 0,81 (+0,06) 0,24 (+ 0,02) 0,02 0,29 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 41. Efeito de fragdes do extrato bruto metandlico de galho de Simarouba versicolor

sobre a atividade de pectinase.

Fracio DOs40 nm (Média + desvio-padrio) p E
Controle Teste
Hexano 0,79 (£0,02)  0,75(£0,06) 034 0,94
Acetato de etila 0,79 (+0,02) 0,05 (£ 0,01) 0,02 0,06 *
Diclorometano 0,79 (£ 0,02) 0,25 (£ 0,02) 0,02 0,31*
Hidroalcodlico 0,79 (£ 0,02) 0,05 (£ 0,01) 0,02 0,06 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.
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TABELA 42. Efeito de fragdes do extrato bruto metandlico de caule de Simarouba versicolor

sobre a atividade de pectinase.

Fracio DOs4 nm (Média + desvio-padrio) p E
Controle Teste
Hexano 0,99 (+0,04) 0,72 (£ 0,03) 0,05 0,72
Acetato de etila 0,99 (£0,04) 0,20 (£ 0,06) 0,02 0,20 *
Diclorometano 0,99 (£0,04) 0,72 (+0,09) 0,10 0,72
Hidroalcodlico 0,99 (£ 0,04) 0,15 (£ 0,01) 0,02 0,15 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 43. Efeito de extrato bruto de Protium heptaphyllum sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOsy nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Hexano 0,99 (£0,05) 1,04 (+0,02) 0,11 1,00
Folha  Diclorometano 0,99 (+0,05) 0,99 (+0,03) 0,88 1,00
Folha  Metanol 1,23 (£0,02) 0,91 (+0,05) 0,02 0,80 *
Galho  Metanol 1,23 (£0,02) 0,76 (£0,05) 0,02 0,61 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 44. Efeito de extrato bruto de Dimorphandra mollis sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOsyp nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Pedunculo Diclorometano 1,21 (= 0,08) 1,26 (£ 0,06) 0,88 1,00
Pedunculo Metanol 1,21 (£ 0,08) 1,44 (£ 0,06) 0,02 1,00
Inflorescéncia  Diclorometano 1,51 (£ 0,04) 1,33 (£ 0,07) 0,68 0,88
Inflorescéncia  Metanol 1,21 (£ 0,08) 1,24 (£0,06) 0,20 1,00

TABELA 45. Efeito de extrato bruto de Stryphnodendron adstringens sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs49 um (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Pedunculo Diclorometano 1,51 (£0,04) 1,52 (£0,06) 0,85 1,00
Pedunculo Metanol 1,21 (£ 0,08) 1,06 (£ 0,04) 0,40 0,87
Inflorescéncia  Diclorometano 1,51 (£0,04) 1,51(£0,08) 0,40 1,00
Inflorescéncia  Metanol 1,21 (£0,08) 1,36 (+0,03) 0,48 1,00
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TABELA 46. Efeito de extrato bruto de Siphoneugena densiflora sobre a atividade de

pectinase.
Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Galho  Hidrometanol 0,56 (+ 0,03) 0,58 (+£0,02) 0,62 1,00
Caule  Hidrometanol 0,56 (+0,03) 0,41 (£0,05) 0,02 0,73 *
Raiz  Hidrometanol 0,56 (£ 0,03) 0,40 (£ 0,03) 0,02 0,71 *

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 47. Efeito de taninos isolados de Siphoneugena densiflora sobre a atividade de

pectinase.
Substincia DOs40 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste

Casuarinina 0,74 (+0,03)  0,55(%£0,07) 0,02 0,72 *
Pedunculagina 0,74 (+0,03) 0,30 (+0,05) 0,02 0,40 *
Ramnosideo 0,74 (£ 0,03) 0,62 (x0,04) 0,02 0,85 *
Castalagina 1,51 (£0,04) 1,45(+£0,08) 0,34 0,96

(*) inibi¢@o de pectinase significante a 95 %.

TABELA 48. Efeito de extrato bruto de Tapirira guianensis sobre a atividade de pectinase.

Orgio Extrato DOs49 nm (Média + desvio- p E
padrio)
Controle Teste
Folha  Diclorometano 0,99 (+0,05) 0,99 (+£0,02) 1,00 1,00
Folha  Metanol 0,99 (£ 0,05) 0,31 (£0,01) 0,02 0,31 *
Galho  Hexano 1,20 (£0,01) 1.18(£0,04) 0,68 0,98
Galho  Diclorometano 1,20 (£ 0,01) 1,30 (£ 0,02) 0,02 1,00
Galho  Metanol 0,99 (£ 0,05) 0,39 (x0,04) 0,02 0,39 *
Caule Hexano 1,20 (£ 0,01) 1,11 (£0,02) 0,02 0,92 *
Caule  Diclorometano 1.20 (£ 0,01) 1,13(£0,02) 0,02 0,94 *
Caule  Metanol 1,20 (£ 0,01) 0,09 (+0,01) 0,02 0,07 *

(*) inibi¢do de pectinase significante a 95 %.



II — Curva padrao.
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Figura 48. Curva padrio de Acido Galacturdnico.
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IIT — Estruturas das substancias isoladas de algumas plantas utilizadas.
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Figura 49. Substancias isoladas de Cedrela fissilis.
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Figura 50. Substancias isoladas de Cedrela fissilis.
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Figura 51. Substancias isoladas de Cipadessa fruticosa.
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Figura 52. Substancias isoladas de Siphoneugena densiflora.
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