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RESUMO

A caatinga possui grande variedade de espécies endémicas, que apresentam uma rica
producdo metabolica para adaptacdo as condicBGes de estresse ambiental caracteristicas. Por
iSS0, sugere-se que 0s micro-organismos que habitam esse dominio morfoclimatico podem ter
adquirido a capacidade de sintetizar metabolitos ricos em atividades bioldgicas. Streptomyces
representa o maior género dentro do filo Actinobacteria, e diversas aplicagdes biotecnoldgicas
importantes foram descobertas a partir da producéo de metabolitos deste género. Considerando
estes aspectos, esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial termiticida contra
Nasutitermes corniger, a atividade inseticida contra Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum,
bem como a atividade antioxidante de 4 actinobactérias (CA-02, Ca-06, CA-07, CA-17)
pertencentes ao género Streptomyces e gentilmente cedidas pela Colecdo de Culturas do
Departamento de Antibidticos — UFPEDA. Para a atividade contra N. corniger, foram realizados
ensaios termiticidas com os filtrados de cultura obtidos a partir da fermentacdo das 4 cepas,
bem como foi avaliada a agdo do filtrado sobre as enzimas digestivas. Também foi feita a anélise
quimica dos filtrados de cultura, por cromatigrafia em camada delgada e cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A amostra CA-06 apresentou a melhoratividade termiticida contra soldados
e operarios, causando também a inibicdo de endoglucanase. A prospeccao quimica dos filtrados
de cultura atestou a producdo de diversos compostos pelas actinobactérias, incluindo
flavonoides. Nos resultados de atividade antioxidante,as 4 cepas apresentaram tanto atividade
antioxidante total (ATT) quanto a reducdo dos radicais livres DPPH, ABTS e NO, além de
apresentarem compostos fendlicos totais e flavonoides em seus filtrados. Ja na atividade
inseticida contra os insetos praga S. zeamais e T. castaneum, foram avaliados o potencial de
repeléncia, fumigacao, toxicidade por contato e efeito sobre a taxa instantanea de crescimento
do filtrado de cultura obtido a partir da fermentacdo da cepa CA-02. Os resultados evidenciaram
atividade significativa no efeito fumigante e reducéo na taxa instantanea de crescimento contra
T castaneum. Trabalhos que avaliem a atividade de actinobactérias frente a insetos praga, bem
como o potencial antioxidante da Caatinga ainda sdo escassos. Desse modo, se faz necessaria a
realizacdo de estudos posteriores, para identificar e isolar os compostos com atividade

termiticida, antioxidante e inseticida presentes nos filtrados de cultura.

Palavras-chave: Streptomyces; termiticida; inseticida



ABSTRACT

The Caatinga has a great variety of endemic species, which present a rich metabolic
production to adapt to the characteristic environmental stress conditions. Therefore, it is
suggested that the microorganisms that inhabit this morpho-climatic domain may have acquired
the ability to synthesize metabolites rich in biological activities. Streptomyces represents the
largest genus within the phylum Actinobacteria and several important biotechnical applications
have been discovered from the production of metabolites of this genus. Considering these
aspects, this paper aimed to evaluate the termiticide potential against Nasutitermes corniger,
the insecticidal activity against Sitophilus zeamais and Tribolium castaneum, as well as the
antioxidant activity of 4 actinobacteria (CA-02, Ca-06, CA-07, CA- 17) whom belong to the
genus Streptomyces and were kindly provided by the Collection of Cultures of the Department
of Antibiotics — UFPEDA. For the activity against N. corniger, termiticidal tests were carried
out with the culture filtrates obtained from the fermentation of the 4 strains, as well as its effect
on the digestive enzymes. Chemical analysis of the culture filtrates was also performed by thin
layer chromatography and high-performance liquid chromatography. The CA-06 sample
presented the best termiticidal activity against soldiers and workers, also causing inhibition of
endoglucanase. The chemical prospecting of culture filtrates attested to the production of
various compounds by actinobacteria, including flavonoids. In the antioxidant activity results,
CA-02, CA-06, CA-07, CA-17 presented both total antioxidant activity (ATT) and reduction of
free radicals DPPH, ABTS and NO, as well as total phenolic compounds and flavonoids in its
filtrates. In the insecticidal activity against pest insects S. zeamais and T. castaneum, the
potential of repellency, fumigation, contact toxicity and effect on the instantaneous rate of
growth of the culture filtrate obtained from the fermentation of the strain CA-02 were evaluated.
The results evidenced a significant activity in the fumigant effect against T. castaneum and
reduction in the instantaneous growth rate for both pest insects, being the best result obtained
in the influence of the growth against T. castaneum. Studies that evaluate the activity of
actinobacteria against pest insects as well as the microbial potential of Caatinga are still scarce.
Thus, it is necessary to carry out further studies to identify and isolate compounds with

termiticide, antioxidant and insecticide activity present in the culture filtrate.

Keywords: Streptomyces; Termiticide; Insecticide.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional avanga em escala exponencial e, junto a ele, aumenta a
demanda por alimentos, o que tem ocasionado o uso exacerbado de inseticidas para proteger as
culturas de importancia econémica contra os insetos praga e, consequentemente, aumentar a
produtividade (ABROL; SHANKAR 2014, FISHEL, 2014). Além disso, 0 avan¢o das areas
urbanas causa delequilibrio no ambiente natural de insetos, levando-os a ocupar as cidades e
edificaces e, consequentemente, causar danos a elas (LELIS, 2001), o que leva a utilizagdo
exacerbada de inseticidas também nos espacgos urbanos. A utilizacdo de inseticidas sem um
manejo adequado pode resultar em indmeros problemas que incluem: morte de insetos
polinizadores e outras espécies ndo- alvo, eliminacdo de inimigos naturais dos insetos-praga
(que os controla naturalmente), selecdo e multiplicacdo de individuos resistentes, contaminagdo
residual em alimentos, além da poluicéo do solo e dos mananciais (FISHEL, 2014).

Assim, estudos que envolvam novas fontes de compostos naturais com agéo inseticida
sdo importantes, com o objetivo de se manter a produtividade agricola mitigando os danos a
salde a ao meio ambiente (CAMAROTTI et al, 2017).

As actinobactérias grupo de bactérias gram-positivas com alta quantidade de ligagdes
G+C em seu DNA, tém sido relatadas na literatura como possuidoras de um papel
significativo no controle bioldgico de insetos, através da producdo de metabolitos secundarios
ativos (MARK et al., 2011). Streptomyces é o género o mais conhecido deste grupo, sendo
comumente isolado a partir de solo, sendo abundante principalmente nas regides de rizosfera
(BEHIE et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018; WANG et al., 2017).

A Caatinga, dominio morfoclimatico da regido semiarida brasileira, se apresenta como
um ecossistema Unico para micro-organismos que, para se adaptarem as condi¢6es adversas que
esse ambiente oferece, precisam produzir uma série de metabdlitos bioativos que podem ser
explorados pela da industria, farmacologia, cosméticos e agricultura (TAN et al., 2017; 2018).

Adicionalmente, a formacdo de radicais livres € uma consequéncia natural do
metabolismo, porém se ndo forem neutralizados levam ao estresse oxidativo, que pode
favorecer o desenvolvimento de varias doencas, como diabetes, cancer e doencas degenerativas,
como Alzheimer e Parkinson (BARBA et al., 2017; CAROCHO et al., 2018; WU et al., 2013).
Com o crescimento no interesse pelos antioxidantes naturais, frente a possivel toxicidade dos
antioxidantes sintéticos, (CAROCHO et al., 2018; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015), os

micro-organismos e seus metabolitos podem ser fontes de antioxidantes naturais
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(THENMOZHI et al., 2010). Desse modo, diversos estudos tém investigado a atividade
antioxidante de micro-organismos isolados do solo da Caatinga, principalmente dos
pertencentes ao género Streptomyces (GOZARI et al., 2018; SOWNDHARARAJAN; KANG
etal., 2013; SANJIVKUMAR et al., 2019; KARTHIK et al., 2013).

Diante destes aspectos, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inseticida
contra Nasutitermes corniger, Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum, bem como atividade
antioxidante de actinobactérias isoladas de solo rizosférico da Caatinga, pertencentes ao género

Streptomyces.



15

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Caracterizar e avaliar o potencial antioxidante e inseticida de filtrados de cultura obtidos

a partir da fermentacao de espécies microbianas (actinobactérias) oriundas da Caatinga.

2.2 ESPECIFICOS

» Realizar a fermentagdo das actinobactérias em meios de cultura GYM para obtencdo dos
filtrados de cultura (CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17).Realizar a prospecc¢do quimica dos
filtrados de cultura obtidos na fermentacdo das actinobactérias.

» Realizar ensaios antioxidantes in vitro com os dos filtrados de cultura.

» Avaliar a atividade termiticida de CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 contra soldados e
operarios de Nasutitermes corniger.

= Determinar o efeito in vitro de CA-02, CA-06 e CA-07 sobre as atividades enzimaticas
(endoglucanase e exoglucanase).

* Investigar a atividade inseticida de CA-02 contra Tribolium castaneum e Sitophilus
zeamais.

= Avaliar os efeitos fumigante, repelente e sobre a taxa instantanea de crescimento (ri) de

CA-02 sobre Tribolium castaneum e Sitophilus zeamais.



16

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CAATINGA

A expressdo “Bioma Caatinga” € um termo abrangente, usado para caracterizar as
diversas fisionomias da regido semiarida do Nordeste do Brasil, englobando fauna, flora e
geomorfologia. A Caatinga (do tupi, mata branca) ocupa uma area de 844.453 km?, que equivale
a 11% de todo o territdrio nacional, englobando os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do norte, Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais (Figura 1)
(HAUFF, 2010; MMA, 2018; SILVA et al., 2018). E o Gnico bioma exclusivamente brasileiro
e abriga muitas espécies endémicas, podendo ser considerado um patriménio bioldgico de
imensuravel valor (DRUMOND, 2013). A temperatura média da regido é de 27,5°C,
apresentando baixos niveis de umidade; a precipitacdo média anual nessa regido varia entre 240
e 1500 mm, porém metade da sua area ndo recebe mais que 500 mm e a maioria das chuvas que
ocorrem (50-70%) sdo concentradas em trés meses consecutivos. O nimero de meses secos
aumenta da periferia para o centro da regido e algumas localidades possuem periodos de 7 a 11
meses de baixa disponibilidade de &gua (MEDEIRQOS et al., 2013; MMA, 2018).

Em relacdo a diversidade, a riqueza e 0 endemismo de espécias da Caatinga
impressionam, ficando sem sombra de ddvida entre as regides semiaridas mais biodiversas do
mundo (GARDA et al., 2018). Estima-se que existam na regido da Caatinga mais de 4500
espécies de Angiospermas; 221espécies de abelhas, 241 de peixes, 177 de répteis, 79 de anfibios,
591 aves e 178 espécies de mamiferos, todos bem adaptados as altas temperaturas, excesso de
radiacdo, estresse hidrico e escassez de nutrientes caracteristicos da regido (GARDA et al.,
2018; GIULIETT et al., 2006; MMA, 2018).

Na regido semiarida nordestina podem ser encontradas variadas espécies que sdo
descritas pelas comunidades rurais por seu potencial medicinal, sendo indicadas para o
tratamento de diversas doencas, pois muitas vezes elas s&o o Unico recurso disponivel para
tratamento na regido (MESQUITA et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Adicionalmente, a Caatinga apresenta ecossistemas também Unicos para micro-
organismos adaptados as condigcdes adversas desse ambiente e, embora a diversidade de
espéecies seja menor em relagdo a outros biomas, as condi¢bes sdo favoraveis para as

actinobactérias, que se estabelecem principalmente em diferentes tipos de solos
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(LECHEVALIER, 1968; LIMA et al., 2017; PRADO et al., 2003; RODRIGUES, et al., 2018).
As enzimas e outros metabolitos bioativos produzidos por micro-organismos oriundos deste
bioma tém o potencial de possuir propriedades bioquimicas Unicas, que podem ser exploradas
em muitos segmentos da industria, farmacologia, cosméticos e agricultura (MELO, 2014; TAN
etal., 2017; 2018; TANVIR et al., 2014).

Figura. 1 Mapa do Bioma Caatinga (IBGE, 2004) indicando a
localizag&o dos estados do Brasil e dos demais biomas (Cerrado, Mata
Atlantica e Amazonas).
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Fonte: MMA (2018).

Embora este bioma apresente caracteristicas Unicas e grande diversidade, pouco tem
sido feito para a sua protecdo e conservacdo. Apenas 8,4% de seu territorio é protegido em
unidades de conservacdo federais e estaduais, sendo a maior parte de Area de Protecdo
Ambiental (APA), que ocupa cerca de apenas 6,5% do mesmo. As terras indigenas, que também
auxiliam na conservacao da biodiversidade, representam apenas 0,24% de seu territorio.

Assim, mesmo sendo um dos biomas mais ameacados e alterados pela acdo antropica,

principalmente pelo desmatamento, ainda sdo escassas as politicas e iniciativas para o estudo e
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a conservacao da sua biodiversidade (HAUFF, 2010). Vale salientar que a Caatinga faz parte
de um ecossistema que se restringe ao Brasil, portanto, grande parte do patriménio bioldgico
dessa regido ndo é encontrada em nenhum outro lugar do mundo, o que reforca a importancia
do estudo e conservacdo dessa area (EMBRAPA, 2009; HAUFF, 2010).

3.2 RIZOSFERA E SUA IMPORTANCIA

O solo é um habitat que apresenta elevada diversidade de micro-organismos com
comunidades altamente complexas, nas quais existem diferentes formas (eucariotos e
procariotos), que interagem em um ambiente dindmico e em estado de equilibrio. As
transformacdes microbianas, assim como suas diferentes reaces quimicas, podem ser alteradas
mediante a interferéncia de fatores bidticos e abioticos (PREVIATI et al., 2012; LIMA et al.,
2017).

A rizosfera é uma regido do solo circundante e influenciada pelas raizes das plantas,
possibilitanto a proliferacdo microbiana, sendo considerada como um ecossistema bastante
complexo. Os organismos encontrados na rizosfera incluem bactérias, fungos, nematdides,
protozoérios, algas, virus e artropodes. Espécies que compdem a rizosfera sdo parte de uma
rede alimentar complexa que utiliza a grande quantidade de nutrientes liberados pela planta,
denominados exsudatos. Esses exsudatos radiculares contém uma grande quantidade de
compostos, como acucares, acidos organicos, peptideos, nucleitideos, vitaminas e outros
compostos, e influenciam no crecimento da microbiota adjacente (CAVALCANTI et al., 2017;
MARTINS et al., 2014; SUBRAMANI et al., 2016). Em contrapartida, micro-organismos que
habitam a rizosfera secretam uma ampla gama de compostos que podem contribuir para a defesa
contra bactérias e fungos patogénicos, bem como auxiliar na eliminacéo de nutrientes da planta
(BEHIE et al., 2017; RADHAKRISHNAN et al., 2014; RODRIGUES et al., 2018).

As comunidades microbianas do solo representam o maior reservatorio de diversidade
bioldgica conhecido e a rizosfera pode conter até 1011 células microbianas por grama de raiz e
mais de 30.000 espécies procarioticas (LIMA, 2017; PRADO et al., 2003; SUBRAMANI et al.,
2016;). Ela pode variar em estrutura e composicao de espécies em funcdo do tipo de solo, espécie
de plantas, estado nutricional, idade, estresse, doencas, dentre outros fatores, sendo capaz de
afetar direta e indiretamente a composi¢do e a biomassa de comunidades de plantas em
ecossistemas naturais (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

O solo rizosférico contém grande quantidade de actinobactérias e a relacdo entre esses

micro-organismos e a espécie vegetal gera efeitos significativos no seu crescimento, pois com a
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producdo de diversos composto bioativos proporcionam o aumento da disponibilidade de
nutrientes, bem como atuam na defesa contra patégenos (BEHIE et al., 2017; RODRIGUES et
al., 2018; SILVEIRA; FREITAS, 2007).

3.3 ACTINOBACTERIAS: CARACTERES GERAIS

As actinobactérias, também denominadas actinomicetos, representam um grupo de
bactérias gram-positivas com alta quantidade de ligagdes G+C em seu DNA, sendo
classificadas no filo Actinobacteria e ordem Actinomicetales, constituindo um dos maiores filos
entre 0s grupos de bactérias. Este filo € composto por bactérias filamentosas Gram positivas
dividido em 6 classes, 25 ordens, 52 familias e 232 géneros, representando 0 maior grupo
conhecido de bactérias (ALVAREZ et al., 2017; SATHYA et al., 2017).

Possuem uma ampla variedade morfoldgica, apresentando desde formas cocoides até
espécies formadoras de hifas, além do amplo espectro fisiol6gico e metabdlico (GAO-Y et al.,
2017; PRASHITH KEKUDA et al., 2010; RAO et al., 2013). Podem ser encontradas nos mais
diversos ecossistemas, como solo e agua do mar, além de pele, trato pulmonar e trato
gastrintestinal de humanos (GARG, 2013). Na natureza, a biodegradagdo realizada pelas
actinobactérias € muito importante, sendo parte integrante dos processos de reciclagem de
matéria organica (ALVAREZ et al., 2017; SHAMA, 2014).

As actinobactérias possuem uma forma de crescimento radial ou semelhante a estrela
(do grego actino=raio), que ocorre por conta de seus filamentos ramificados. Em superficie, a
morfologia se assemelha a dos fungos filamentosos, porém, seus filamentos tém um didmetro
bem pequeno, quando comparado ao dos fungos (Fig. 2). Apresentam crescimento vegetativo
na forma de micélio com hifas ramificadas com 1 um de diametro, geralmente formam colonias
pequenas e bem aderidas ao substrato (RAO et al., 2013; TORTORA, 2012).

Algumas actinobactérias se assemelham mais aos fungos por formarem esporos
assexuados de disseminacéo, os quais podem ser encontrados na parte aérea do micélio ou nas
hifas encontradas no substrato, ou em ambos locais, sendo eles séo carregados externamente e
utilizados para a reproducdo (ALVAREZ et al., 2017; RAO et al., 2013; TORTORA, 2012).
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Figura 2. Visdo da morfologia de uma col6nia macroscépica (a) e da microscopia (b) de uma actinobactéria.

Fonte: Letek et al. (2017).
Os esporos podem também se agrupar em conidios com diferentes formas ou em

esporangios, ou ainda apresentar motilidade, como ocorre em algumas. Quando o esporo
adquire condicdes e nutrientes adequados, ele germina e cresce em um ou dois tubos
germinativos para se tornarem hifas (Fig. 3). As hifas vegetativas crescem perpendicularmente
para formar extensGes e ramos também conhecidos como micélios vegetativos, que sdo
evidentes sobre o substrato circundante. Como resultado da escasses de nutrientes e/ou outros
fatores, a diferenciacdo morfoldgica faz com que as hifas aéreas se abram no ar, entdo 0s
fragmentos de hifas aéreas comecam a se dividir para formar cadeias de compartimentos pré-
esporos, que depois se tornam esporos espécies (FLARDH et al.; 2009; RAO et al., 2013;
TORTORA, 2012; SHAMA, 2014).

Os esporos contribuem para a preservacdo das espécies, pois normalmente podem
sobreviver em um estado inativo por um longo tempo. N&o sdo resistentes a altas temperaturas,
mas resistem a dessecacdo, ajudando as espécies a sobreviverem em periodos de estiagem
(FLARDH et al.; 2009; RODRIGUES et al., 2018).

Embora a maior ocorréncia das actinobactérias seja no solo (com destaque para o género
Streptomyces) 0s géneros que compdes este grupo possuem ocorréncia em diferentes habitats,
como no trato gastrointestinal de animais (Bifidobacterium spp.), realizando comensalismo com
plantas (Leifsonia spp.); atuando como fixadores de nitrogénio simbiontes (Frankia spp.).
Algumas espécies sdo conhecidas por serem patogénicas contra animais, plantas e humanos,
com destaque para Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia asteroides,
Tropheryma whipplei, Corynebacterium diphtheriae e Propionibacterium acnes, os agentes
causadores da tuberculose, hanseniase, nocardiose (infeccdo pulmonar grave em pacientes

imunodeficientes), doenca de Whipplei, difteria e acne, respectivamente (LETEK et al., 2017).
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Figura 3. Representacdo do desenvolvimento de uma col6nia de actinobactéria (Streptomyces

coelicolor), desde a germinacdo até a maturacgdo e dispersdo dos esporos.
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Fonte: Flardh; Buttner (2009).

A quantidade e as espécies de actinobactérias presentes em um determinado solo séo
influenciados por fatores fisicos, quimicos e biol6gicosdo mesmo, como localizagdo geografica,
temperatura do solo, tipo de solo, pH do solo, teor de matéria organica, tipo de cultivo, aeracéo
e umidade. As actinobactérias fazem parte de um importante segmento da microbiota da maioria
dos ambientes naturais, podendo ser encontradas abundantemente no solo, reservatorios de agua
doce, esterco, etc. Elas sdo de ocorréncia universal na natureza, vivendo e multiplicando-se
tanto em zonas frias como tropicais, e existem relatos de sua ocorréncia mesmo sob as
condigdes mais extremas do deserto (AMSAVENI, et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2017
LIMA etal., 2017; PRASHD KEKUDA et al., 2010; PREVIATI et al., 2012)

O filo Actinobactéria se caracteriza pela heterogeneidade funcional e potencial
bioctecnologico das espécies que fazem parte dele (MANIMARAN et al., 2017). Em 1943, o
primeiro produto terapéutico produzido a partir de actinobactérias, a estreptomicina, foi
descoberta por Albert Schatz, Elizabeth Bugie e Selman Waksman e rapidamente foi

disponibilizada para tratar a tuberculose (SCHATZ et al., 1944).
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Atualmente, estudos demonstram que metabolitos secundarios oriundos destes micro-
organismos apresentam importantes atividades biologicas principalmente relacionadas a efeitos
benéficos a saide humana, o que tém chamado bastante aten¢do da comunidade cientifica (LIA
et al., 2017). Alem disso, a ampla diversidade metabdlica tem elevado a importancia das
actinobactérias como um grupo predominante na microbiota do solo e, portanto, grande
colaborador no seu equilibrio biolégico (ALVAREZ et al., 2017; BHATTI et al., 2017).

A biossintese de metabdlitos secundarios a partir de actinobactérias, com o auxilio da
engenharia genética e da biotecnologia industrial, oferece uma vantagemsignificativa sobre os
métodos convencionais de producédo, pois produtos originados a partir de fontes microbianas
podem ser obtidos em curto prazo e em qualquer época do ano, ndo estando sujeita as condicoes
ambientais como clima, estacdo do ano ou composic¢éo do solo; podem ser produzidos em larga
escala, necessitando de espacos relativamente pequenos; além da possibilidade de controle das
condigcdes de cultivo e da utilizacdo de substratos de baixo custo para a bioprodugéo
(JANARDHAN et al., 2014; L1A et al., 2017).

As actinobactérias sdo os procariontes de maior valor econémico e biotecnoldgico,
sendo responsaveis pela producéo de cerca de metade dos metabdlitos secundarios ja descritos.
Contribuem com cerca 70% dos antibidticos disponiveis e varios outros metabélitos bioativos
ndo-antibioticos tais como enzimas e inibidores enzimicos (BEHIE et al., 2017; PRASHITH
KEKUDA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2018; SER et al., 2015; SUNDARAMOORTHI et
al., 2011). Sdo as responsaveis pela producdo de aproximadamente 10.000 compostos de
importancia clinica ja descritos, sendo consideradas as principais fontes de antibiéticos, dos
quais cerca de 40% dos utilizados atualmente no mercado sdo delas derivados. Além disso,
35% dos antibidticos em uso clinico sdo derivados diretamente de produtos naturais oriundos
das actinobactérias ou de seus derivados semissintéticos (ATTIMARAD et al., 2012; GAO-Y|
etal., 2017; SER et al., 2015; WEBER et al., 2015).

A abordagem tradicional para a descoberta de moléculas a partir de fontes microbianas,
como as actinobactérias, geralmente envolveu o cultivo de micro-organismos sob diferentes
condicBes de crescimento, a extracdo dos metabdlitos e a analise dos extratos obtidos para a
bioatividade (BAONE et al., 2018; HASSAN et al., 2017; RAMBABU et al., 2015).

Inimeros compostos bioativos de actinobactérias tém sido isolados e caracterizados,
incluindo aminoglicosideos, antraciclinas, glicopeptideos, beta-lactdmicos, macrolideos,
nucleosideos, peptideos, polienos, poliéster, policetideos, actomicinas e tetraciclinas.
(ALVAREZ et al., 2017; JANARDHAN et al., 2014; RAMBABU et al., 2015; PRASHITH
KEKUDA et al.,, 2010; SUBRAMANI; AALBERSBERG, 2012). A maior parte desses
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compostos sdo metabolitos secundarios extracelulares, obtidos a partir de processos
fermentativos, e apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas que trazem inimeros
beneficios a salde humana e ao meio ambiente, incluindo antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiparasitaria, inseticida, antioxidante, antitumoral, imunossupressora, anti-inflamatoria,
inibidora enzimatica, dentre outras (BAONE et al., 2018; JANARDHAN et al., 2014;
KARTHIK et al., 2013; MANIVASAGAN et al., 2014; PRASHITH KEKUDA et al., 2010).

Muitos antibioticos conhecidos, como a tetraciclina, a eritromicina, a vancomicina e a
estreptomicina originam-se do metabolismo secundario das actinobactérias. Além dos
antibioticos, outros produtos naturais Uteis ja estdo descritos na literatura como isolados desse
grupo de bactérias, incluindo o imunossupressor rapamicina, 0S agentes anticancer
doxorrubicina e bleomicina, além do composto antifngico nistatina (BAONE et al., 2018).

Actinobactérias tém sido citadas também como importantes produtoras de enzimas de
interesse industrial, dentre elas: lignase, ribonuclease, celulase, quitinase, xilanase, amilase,
lipases, colagenases, proteases, lignases, dentre outras (PRASHITH KEKUDA et al., 2010;
SUBRAMANI, AALBERSBERG, 2012). Também tem sido relatado o potencial antioxidante
destes micro-organismos (DONG-RYUNG et al., 2014; JANARDHAN et al.,, 2014,
SOWNDHARARAJAN; KANG, 2013).

Por conta do potencial ja descrito das actinobactérias, grandes esforcos tém sido feitos
para o isolamento de novas cepas de fontes terrestres em programas de sele¢do de novas drogas
(ATTIMARAD et al., 2012; JANARDHAN et al., 2014). Recentemente, a taxa de descoberta
de novos compostos oriundos de isolados terrestres tem caido, enquanto que a taxa de
reisolamento de compostos conhecidos tem crescido. Desse modo, € interessante que novos
grupos de actinomicetos de ambientes explorados ou inexplorados sejam pesquisados como
fontes de novos metabolitos secundarios bioativos (ATTIMARAD et al., 2012; HASSAN et al.,
2017).

3.4 GENERO Streptomyces

O género Streptomyces foi proposto por Waksman & Henrici em 1943, pertencendo a
ordem Actinomycetales e a classe Schizomycetes, e compreende cerca de 600 espécies
registradas (RODRIGUES et al., 2018; SHAMA et al., 2014; SER et al., 2015).

Em relagdo as caracterirticas morfofisioldgicas, Streptomyces é caracterizado por
col6nias filamentosas, que crescem pela extensdo da ponta de uma hifa para formar um micélio

de hifas ramificadas. Além disso, exibe crescimento polarizado, que pode ocorrer em VAarios
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locais ao longo do micélio. Os esporos reprodutivos assexuados deste género sdo formados na
ponta dos filamentos aéreos, onde cada esporo vai procurar um substrato adequado, sendo capaz
de germinar e produzir uma nova col6nia. S&o micro-organismos estritamente aerobicos e ndo
fastidiosos, sendo capazes de produzir enzimas extracelulares que permitem a eles a utilizagédo
de proteinas, polissacarideos e muitos outros materiais organicos encontrados no solo. A maioria
das suas espécies é mesofilica, porém algumas cepas se mostram termofilicas, como a S.
termophilus, com temperatura étima acima de 50 °C, sendo algumas delas responsaveis pela
producdo do antibidtico termomicina. J& Streptomyces casei, comumente isolado de queijo
pasteurizado, resiste a altas temperaturas, sendo 100 °C o seu ponto de morte térmica
(FLARDH; BUTTNER, 2009; SHAMA et al., 2014; VIJAYABHARATHI et al., 2014).

Streptomyces € o género o mais conhecido das actinobactérias e representa cerca de 95%
dos exemplares deste grupo que sdo isolados a partir de solo. E abundante principalmente nas
regides de rizosfera, onde estimula a producéo de fitohormonios pela planta, participa dos ciclos
biogeoquimicos e contribui para fertilidade do solo através da remocdo de toxinas (BEHIE et
al., 2017; WANG et al., 2017). Os Streptomyces caracteristicamente produzem um composto
gasoso chamado geosmina (sesqui- terpenoide), que confere ao solo imido o odor tipico de
mofo (SHAMA, 2014; TORTORA, 2012).

Segundo Manivasagan et al. (2014) Streptomyces sdo responsaveis pela producéo de 70-
80% dos metabdlitos secundarios relevantes e que apresentam uma ampla gama de atividades,
tais como antibacteriana, antifingica, anticancer, antitumoral, citotoxica, citostéatica,
antiinflamatédria, antiparasitaria, antimalaria, antiviral, antioxidante, dentre outras. Diversos
compostos terapéuticos foram isolados a partir dos metabodlitos secundarios deste género,
incluindo tetraciclina (antibiodtico), anfotericina (antifingico), hugromicina (antiparasitario),
drogas antitumorais (como adriamicina, daunorubina e mitomicina C) e imunossupressoras
(tacrolimus) (JANARDHAN et al., 2014; SER et al., 2015; SHAMA et al., 2004;
SUBRAMANI, AALBERSBERG, 2012; THENMOZHI et al., 2013).

Dos antibidticos produzidos por actinobactérias, estima-se que mais de 60% foram
isolados a partir do cultivo de cepas pertencentes ao género Streptomyces (SER et al., 2015;
BAONE et al., 2018). A exemplo, as actinomicinas sio uma classe de antibidticos
cromopeptidicos produzidos por Streptomyces sp., das quais a Actinomicina D (Act-D) € o tipo
mais estudado, sendo amplamente usado como um medicamento antitumoral para o tratamento
de rabdomiossarcoma infantil e tumor de Wilms, além de exibir atividade antiviral contra o

virus coxsackievirus B3 e o virus da imunodeficiéncia humana HIV-1 (WANG et al., 2017).
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3.6 ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (EROS/ERNS), também
conhecidas como radicais livres ou oxidantes, sdo &tomos ou moléculas produzidas durante os
processos metabdlicos que possuem um elétron desemparelhado na Gltima camada, ocupando
um UGnico orbital atémico ou molecular (ALVES et al., 2007; MIRONCZUK-
CHODAKOWSKA et al., 2018).

A formacdo de radicais livres € uma consequéncia natural do metabolismo aerobico,
tendo importante funcdo para o metabolismo celular na transferéncia de elétrons em vérias
reagBes quimicas, participando da manutencdo da homeostase nos tecidos e sendo essencial
para a producdo de energia destinada as atividades bioldgicas (BARBA et al., 2017;
CAROCHO et al.,, 2018; SEIFRIED et al.,, 2007). S&o produzidos em organelas que
metabolizam oxigénio, nitrogénio e cloro (mitocndria, peroxissomos), atuando também na
sinalizacdo intercelular, em processos inflamatorios, na fagocitose, na regulacdo do crescimento
celular e na producéo de substancias biologicas importantes.

Os radicais livres sdo compostos reativos que tendem a capturar elétrons de moléculas
bioldgicas estaveis (lipideos, DNA, proteinas) para se estabilizarem, o que torna essas
moléculas bioldgicas instaveis (CAROCHO et al., 2018).

Se nédo forem neutralizados, os radicais livres levam ao estresse oxidativo, resultando
no desenvolvimento de muitos tipos de doencas, tais como Alzheimer, Parkinson, diabetes,
artrite reumatdide, esclerose mdltipla, esclerose amilotréfica lateral, talassemia, infertilidade,
anormalidades na producdo de melanina, catarata, cancer, além de problemas respiratérios e
cardiovasculares, como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral
(BARBA et al., 2017; CAROCHO et al., 2018; WU et al., 2013).

Os efeitos do estresse oxidativo variam entre os individuos de acordo com a idade, o
estado fisioldgico e a dieta. Habitos de vida inapropriados, como ingestéo de alcool, tabagismo
e dieta inadequada, condi¢des ambientais imprdprias como a exposic¢do a radiagcdo ndo ionizante
UV e poluicdo, estresse emocional, envelhecimento e pratica extrema de exercicios fisicos (WU
etal., 2013).

Um antioxidante pode ser definido, segundo Halliwell (1990) como uma substancia que,
quando presente em baixas concentragdes em compara¢do com as de um substrato oxidavel,
inibem ou retardam significativamente ou evitam a oxidagdo desse substrato.

Para combater o extresse oxidativo, 0 corpo humano possui um conjunto de mecanismos

antioxidantes enddgenos definidos em trés linhas de acdo: uma linha preventiva, que € a
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primeira linha de defesa na prevencao de reaces que levam a formacao de espécies reativas;
uma linha de reparacéo, na qual essas moléculas interrompem as rea¢des de oxidacao do radical;
e uma terceira linha, com a participacdo de inativadores dos produtos de reacfes de radicais
livres pela reparacdo ou eliminacdo do dano (BARBA et al., 2017; CAROCHO et al., 2018;
WU et al., 2013).

A atividade antioxidante pode ser realizada pelos compostos que possuem esse potencial
através de reacOes de oxidacao de radicais livres (prevencao de oxidantes), inibicao da formacéo
de radicais livres lipidicos, pela interrupcdo da propagacdo das reacfes de autoxidacdo em
cadeia, através do sinergismo com outros antioxidantes, com a acdo de antioxidantes como
agentes redutores, que convertem hidroperdxidos em compostos estaveis, através da acdo de
antioxidantes como quelantes de metais que convertem pro-oxidantes (derivados de ferro e
cobre) em produtos estaveis, ou acdo como inibidores de enzimas pro-oxidativas, como as
lipooxigenases (CAROCHO et al., 2018; EMBUSCADO, 2015).

Os antioxidantes sdo compostos que inibem ou retardam o inicio da oxidacéo e podem
ser classificados como sintéticos ou naturais (enddgenos). Dentre os sintéticos, entdo as
substancias comumente utilizadas na indastria alimenticia para prevenir a deterioracdo
oxidativa nos alimentos, destacando-se o butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT),
galato de propila (GP) e tercbutilhidroquinona (TBHQ). Ja os sistemas antioxidantes naturais
sdo divididos em antioxidante enzimaticos e antioxidantes ndo-enzimaticos (CAROCHO; 2018;
LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Os compostos antioxidantes enzimaticos, por sua vez, podem ser divididos em defesa
enzimatica priméria e secundaria (CAROCHO et al., 2013). A defesa enzimatica priméria é
composta por trés enzimas importantes, que agem impedindo a formacao ou neutralizando 0s
radicais livres: glutationa peroxidase, que doa dois elétrons para reduzir os perdxidos e elimina
também os peréxidos como substrato potencial para a reacao de Fenton; catalase, que converte
0 perdéxido de hidrogénio em &gua e oxigénio molecular e tem uma das maiores taxas de
turnover conhecida, uma vez que apenas uma moléculade catalase € necessaria para converter
6 bilhdes de moléculas de peroxido de hidrogénio; e a superdxido dismutase, que converte
superdxido em peroxido de hidrogénio, como um substrato para catalase. Ja a defesa enzimatica
secundaria inclui: glutationa redutase, que reduz a glutatuina (antioxidante) a partir da sua forma
oxidada, reciclando-a para continuar a neutralizar os radicais livres; e a glicose-6-fosfato
desidrogenase, que regenera 0 NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato -coenzima
utilizada em reaces anabdlicas), criando um ambiente redutor. J& os antioxidantes ndo

enzimaticos incluem o acido ascosbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa
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(GSH), carotenoides, flavonoides, compostos nitrogenados (como o &cido Urico), dentre outros
(CAROCHO et al., 2013; LOPEZ-ALARCON et al., 2013; OROIAN; ESCRICHE, 2015;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Dentre os antioxidantes naturais ndo enzimaticos estdo a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno, &cido ascorbico (vitamina C), glutationa (GSH), os carotenoides (carotenos e
xantofilas) os compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos), dentre outros
(EMBUSCADO, 2015; LOPEZ-ALARCON et al., 2013; OROIAN; ESCRICHE, 2015). Os
compostos fendlicos por exemplo, interferem no processo de oxidacdo como terminadores de
radicais livres e as vezes também como quelantes de metais (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015)

Embora extremamente importantes para impedirem o0 estresse oxidativo, 0s
antioxidantes enddgenos humanos ndo sdo capazes de eliminar totalmente os radicais livres
produzidos, sendo necessaria a busca por fontes exdgenas dos compostos com essa capacidade,
principalmente a partir do consumo de antioxidantes nos alimentos (CAROCHO et al., 2018).

Atualmente, ha um crescimento no interesse pelos antioxidantes naturais,
principalmente por conta da preocupacdo em relacdo a possivel toxicidade dos antioxidantes
sintéticos, além do aumento da preferéncia dos consumidores por produtos naturais ou por
produtos que contenham menos aditivos sintéticos (CAROCHO et al., 2018; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015)

Existem varios métodos para mensurar a atividade antioxidante de uma determinada
substancia. As mais utilizadas avaliam a capacidade dos antioxidantes a partir da oxidacdo em
um sistema modelo, monitorando as mudangas associadas utilizando meios fisicos, quimicos
ou instrumentais. Os ensaios de eliminacdo radicais incluem métodos baseados em mecanismos
de transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) ou de transferéncia de elétron unico (SET). A
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) e a atividade antioxidante de captura
total dosradicais (TRAP) sdo os principais métodos que medem o HAT; enquanto a capacidade
antioxidante equivalente de trolox (TEAC), o poder antioxidante de reducdo do ion ferro
(FRAP) e os ensaios de 2,2-difenil- 1picilidrazilo (DPPH) representam métodos baseados em
SET. Os métodos baseadosem HAT medem a capacidade classica de um antioxidante para
eliminar os radicais livres por doacdo de hidrogénio, enquanto os métodos baseados em SET
detectam a capacidade de um determinado antioxidante para transferir um elétron para reduzir
qualquer composto, incluindo metais, carbonilas e radicais livres (SHAHIDI,
AMBIGAIPALAN, 2015).
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A maior parte dos antioxidantes exdgenos sao obtidos a partir das plantas, das quais
diversos produtos fitoquimicos apresentam potencial antioxidante (SILVA et al., 2011).
Compostos fendlicos presentes nos alimentos sdo comumente originados de plantas, das quais
eles sdo umas das principais classes de metabolitos secundarios. Em baixas concentracées, 0s
compostos fendlicos atuam como um antioxidante e protetor de alimentos contra atividade
oxidativa.

Além das plantas, os micro-organismos tambeém podem ser fontes de antioxidantes
naturais (THENMOZHI et al., 2010). Embora as plantas sejam a fonte primaria dos compostos
fendlicos, eles também sdo produzidos como metabodlitos secundarios de diversos micro-
organismos, inclusive basidiomicetos, leveduras, algas verdes, bactérias endofiticas. A
producdo de compostos com acdo antioxidante por micro- organismos apresenta algumas
vantagens significativas em relacdo aos processos de sintese quimica, extracdo de plantas ou
cultura de células vegetais, devido a rapida taxa de crescimento microbiano, pela facilidade de
utilizacdo e processamento em larga escala, além do alto custo-beneficio e os beneficios meio
ambiente. Sao trés importantes compostos fendlicos de ocorréncia natural com propriedades
antioxidantes, anticarcinogénicas, antivirais, antimutagénicas e antiparasitarias. Varios micro-
organismos foram explorados para a producgdo acido galico (GA), acido elagico (EA) e acido
feralico (FA) (DEYA et al., 2016).

3.6 INSETOS PRAGA

Insetos praga sdo definidos como aqueles que causam danos econémicos as areas
agricolas, florestais, agropecuérias e urbanas. Para que uma espécie seja definida como praga,
deve-se levar em consideracdo alguns fatores como: a susceptibilidade da espécie ou do material
vegetal armazenado, as condi¢cdes ambientais do local, bem como a forma como o material
vegetal é estocado (armazéns ou silos) (GALLO et al., 2002; GETU, 2018; CAMAROTTI et
al, 2017).

De acordo com seus habitos alimentares, os insetos sdo classificados como praga
primaria (aqueles que atacam grdo integro e sadio), como os géneros Callosobruchus,
Sitophilus, Rhyzopertha; ou praga secundaria (quando o inseto ataca o gréo ja quebrado e
danificado), que inclui os géneros Oryzaephilus, Cryptoleste, Cadra e Tribolium (GALLO et
al., 2002; GETU, 2018; CAMAROTTI etal, 2017). Varios danos econdmicos sdo gerados pelas
perdas na producdo agricola decorrente de pragas (SALVADORI, et al., 2014; GETU, 2018).

Para evitar ataque de pragas ao material vegetal armazenado, é necessario tomar varias



29

medidas integradas que garantam a qualidade e seguranca do mesmo, tais como limpeza e
secagem dos grdos, manutencdo da aeracao, regulacdo da temperatura, além da aplicacdo de
inseticidas (LOECK, 2002; VIEGAS JUNIOR, 2003).

Os inseticidas destinados a eliminar as pragas podem classificados em
organossintéticos, inorganicos e bioinseticidas (SANTOS, 2014). A utilizacdo de produtos
quimicos organicos em larga escala para combate as pragas que infestam a producéo agricola
ocorreu apds as descobertas das propriedades inseticidas do organoclorado DDT (Dicloro
Difenil Tricloroetano), em 1939, sendo o seu uso difundido no processo de expansao industrial
apos a Il Guerra Mundial (NAKAMURA, 2014).

Os inseticidas aplicados para 0 combate de pragas agricolas podem ser: de contato, que
agem por serem absorvido pela pele (tegumento) do inseto; inseticidas de ingestdo, que
penetram no inseto por via oral e sdo usados no controle dos mastigadores; inseticidas volateis,
que possuem acdo por fumigacdo pelas vias respiratorias do inseto; inseticida de profundidade,
que sd@o os inseticidas com acdo translaminar; e os de acdo sistémica, que sdo absorvidos e
translocados para torna-la toxica para os insetos (LAZZARI, et al. 2006; MENEZES, 2005;
SANTOS et al., 2014).

O crescimento populacional avanga em escala exponencial e, junto a ele, aumenta a
demanda por alimentos, 0 que tem ocasionado o0 uso exacerbado de inseticidas para proteger as
culturas de importancia econdmica e, consequentemente, aumentar a produtividade. Contudo,
essa pratica, junto a falta de um planejamento adequado para aplica¢do dos inseticidas, tem
resultado em diversos problemas que incluem: morte de insetos polinizadores e outras espécies
nédo-alvo, eliminacdo de inimigos naturais dos insetos-praga (que os controla naturalmente),
selecdo e multiplicacdo de individuos resistentes, contaminacdo residual em alimentos e
diferentes formas de poluicdo ambiental (ABROL; SHANKAR 2014, FISHEL, 2014).

Diante deste panorama, estudos envolvendo a producdo de inseticidas bioldgicos tém
sido desenvolvidos, considerando a necessidade de se obter novos compostos para controle de
insetos vetores de doencas e pragas agricolas que ndo resultem em contaminagdo ambiental,
depdsito de residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre populagées de insetos benéficos,
como os polinizadores (HATTING et al., 2018; CAMAROTTI et al, 2018).

Como a aplicagdo de inseticidas quimicos em culturas para controle de insetos nocivos
tornou-se perigosa para 0 meio ambiente e para a saide humana, muitos esforcos tém sido

orientados para alterar seu uso para métodos de controle alternativos mais ecoldgicos e seguros.
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3.6.1 Nasutitermes corniger

Cupins ou térmitas pertencem a ordem Isoptera e constituem um grupo de insetos
eusociais que vivem em col6nias e, em sua maioria, em ambientes naturais atuando como
decompositores de matéria organica (CONSTANTINO; SCHLEMMERMEYER, 2000). A
regido neotropical é a terceira em nimero de espécies conhecidas de cupins, ficando atrés das
regibes Etiopica e Oriental, onde ha, atualmente, aproximadamente 600 espécies descritas,
distribuidas em 7 familias: familias: Mastotermitinae, Kalotermitidae, Termopsidae,
Hodotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae, das quais a Termitidae é a
maisabundante, com cerca de 2165 espécies descritas (CONSTATINO, 2016; KRISHNA;
WEESNER, 1969).

Em um ninho de cupim sdo encontradas trés castas morfologicamente distintas e com
funcdes especificas dentro da coldnia: os operarios, que formam a casta mais numerosa e sdo
responsaveis pela obtencdo de alimento, construgdo e reparacdo do ninho e tuneis e cuidados
com a prole; os soldados que sdo os responsaveis pela guarda do ninho e protecdo dos operarios
durante a busca por alimento; e os reprodutores alados, que geram novos individuos e sdo, por
isso, responsaveis pela multiplicagdo das col6nias (KRISHNA; WEESNER, 1969; SANTOS et
al., 2007).

Em relacdo a reproducdo, os cupins sao diploides e ambos 0s sexos estdo presentes no
sistema de casta. Apresentam trés fases de desenvolvimento: o ovo, a ninfa e o estagio adulto
(reprodutor ou estéril) (Fig. 4). As formas reprodutivas apresentam asas bem desenvolvidas e
fazem a disperséo através de voos nupciais. Ap6s 0 voo, um casal perde suas asas e passam a
ser rei e rainha, 0s quais sao pigmentados e sdo responsaveis pela producdo de ovos. Em muitas
col6nias, sO existe um casal de reprodutores (KRISHNA; WEESNER, 1969; MYLES, 2005).

O alimento basico dos cupins é a celulose, mas cada espécie tem a sua preferéncia em
relacdo a fonte de celulose utilizada. A maioria das espécies alimenta-se de madeira (nos mais
variados estagios de decomposicédo). Algumas espécies se alimentam de humus, liquens, fezes
de herbivoros, ou fungos cultivados no interior dos ninhos (SA et al, 2008; VASCONCELLOS
et al., 2005).
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Figura 4. Ciclo de vida e distintas castas dos térmitas.
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Fonte: Lima et al. (2016).

Os cupins tém grande importancia ambiental, desempenhando um papel fundamental no
ciclo do carbono na natureza., sendo considerados grandes decompositores. Além disso,
melhoram a qualidade do solo ingerindo e transportando particulas organicas e minerais, sao
fixadores de nitrogénio e podem funcionam como bioindicadores de qualidade ambiental e
fertilidade do solo (HIGASHI; ABE, 1997). Porém, a invasédo feita pelo homem do habitat
natural levou a destruicdo da flora, 0 que provocou nos cupins situados nesses ambientes uma
mudanga de comportamento, passando entéo a forragear nas edificagdes (LELIS, 2001). Apesar
de serem poucas as espécies de cupins consideradas pragas de areas urbanas, estas provocam
enormes prejuizos (FONTES; ARAUJO, 1999).

Dentro da familia Termitidae, Nasutitermes € o género mais amplamente distribuido,
abrangendo todas as regides tropicais. E também o género que apresenta maior riqueza de
espécies, das quais 74 foram descritas somente na regido Neotropical. (SA et al, 2008;
CONSTANTINO, 2016). No Brasil, o género Nasutitermes estd representado por
aproximadamente 47 espécies que se distribuem em ambientes de Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga (ZORZENON; POTENZA, 1998). Nasutitermes constroem ninhos cartonados acima
da superficie do solo e geralmente ao redor de galhos ou forquilhas de troncos de arvores
(THORNE; HAVERTY, 2000).
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Nasutitermes corniger (Isoptera, Termitidae) é uma espécie de cupins arboricolas e
aracterizados pelo seu comportamento social, que € um mecanismo central na regulacdo das
interacdes entre os individuos (WILSON, 1971). E o responsavel pelos maiores danos causados
em madeira do ponto de vista econdmico. Em areas urbanas, construcfes civis como
monumentos historicos sdo ameacgados pela acdo dos cupins que, devido a capacidade que eles
tém de digerir qualquer material de origem celul6sica, representam o principal perigo a
integridade das construcdes (FONTES; ARAUJO,1999).

O método mais utilizado para se combater os cupins envolve o uso de produtos quimicos
sintéticos, principalmente organofosforados e piretroides, que sdo bastante prejudiciais para a
salide humana e para 0 meio ambiente. Por esta razdo, tem crescido o interesse pelo uso de

compostos de origem natural para o combate desses insetos (SANTANA et al., 2010).

3.6.2 Sitophilus zeamais

O Sitophilus zeamais, conhecido popularmente como o gorgulho do milho, pertence a
Familia Curculionidae (Ordem Coleoptera), sendo insetos cosmopolitas de regides tropicais e
subtropicais. As condicbes favordveis de temperatura e umidade relativa nessas regifes
contribuem para o desenvolvimento de grandes populagdes (ACHEAMPONG et al, 2019;
LORINI et al., 2015; FAZOLIN et al., 2010).

Os adultos de S. zeamais possuem de 3 a 4 mm de comprimento, coloracdo castanho-
escuro, com quatro estrias avermelhadas nos élitros (asas anteriores) (Fig. 5) e cabeca
prolongada para frente na forma de rostro curvado. Os machos apresentam rostro curto e grosso,
enquanto as fémeas apresentam rostro mais longo e afilado (GALLO et al., 2002; LOECK,
2002; LORINI et al., 2015).

O ciclo de vida do gorgulho do milho apresenta variacdes dependentes das condi¢bes
ambientais e da qualidade do gréo que vai lhe servir de alimento, apresentando alta taxa de
reproducdo. As fémeas vivem em média 140 dias, dos quais 104 correspondem ao periodo de
postura dos ovos, que ela deposita dentro dos grdos (média de 280 unidades por postura). Apds
4 dias de postura dos ovos, as larvas se desenvolvem e se alimentam do endosperma da semente,
passando entdo pelo estagio de formacdo de pupa, até o desenvolvimento e emergéncia dos
novos insetos adultos, tendo esse ciclo uma duracdo média de 34 dias. As larvas de S. zeamais
apresentam coloragdo amarelo- clara, com cabega marrom-escura, enquanto as pupas séo
brancas (BOTTON etal., 2005; LOECK, 2002; LORINI et al., 2015).
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Figura 5. Sitophilus zeamais. A: desenvolvimento do inseto dentro do grdo de milho; B: S. zeamais adulto.
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Fonte: Oliveira et al. (2016)

S. zeamais é a principal praga do armazenamento de grdos de milho, sendo classificada
como praga priméria interna. Contudo, este inseto praga também é capaz e danificar outros
tipos de graos, como arroz, trigo, milho, aveia, cevada e sorgo, além de produtos beneficiados
(macarréo, biscoitos) e frutas, sendo por isso considerado uma praga polifaga. O gorgulho do
milho apresenta infestacdo cruzada, ou seja, podem infestar sementes no campo e também no
armazenamento (BOTTON, 2005; FAZOLIN et al., 2010).

Os danos causados por estes insetos em grdos armazenados sdo irrecuperaveis e, na
maioria dos casos, podem chegar a 30%, provocando perdas quantitativas, como a perda de
peso dos grdos, e qualitativas, através da desvalorizacdo comercial dos grdos, da perda no valor
nutritivo e na diminui¢cdo do poder germinativo das sementes (NORNBERG et al., 2013;
PEREZ-MENDONZA, 1999).

Assim como outros insetos praga de grdos e produtos agricolas, 0 S. zeamais causa grande
preocupacdo, pois a deterioracdo, degradacdo e contaminacdo de grdos durante o0
armazenamento conduzem a perdas econdmicas que chegam a escala de bilhdes de ddlares,
além de afetar a seguranca alimentar. Além disso, as perdas de grdos tém um grande impacto
ecoldgico, ja que energia, terra, agua erecursos ndo renovaveis foram utilizados para a producgao
de grdos que nunca sera consumido (MUGO, 2012).

Atualmente, as estratégias de controle para S. zeamais se baseiam principalmente no uso
de inseticidas convencionais, como piretroides, organofosfatos e fosfina, sendo fumigacao o
método mais usado (PEREZ-MENDONZA, 1999; VINHA et al., 2011). Porém, o uso
indiscriminado de agentes quimicos para combater insetos encontrados em graos armazenados

causa alguns prejuizos, como a morte de inimigos naturais e o efeito residual nos alimentos,
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tornando-se uma ameaca a saude humana por apresentarem, dentro outros maleficios,
propriedades carcinogénicas. Desse modo, tém crescido a busca de novos compostos para uso
no manejo e controle de pragas de gréos, principalmente aqueles oriundos de fontes naturais,
pois 0 seu uso causa reducdo dos danos ambientais potencial reducdo de riscos a saude
(RASTELLO et al., 2009).

3.6.3 Tribolium castaneum

Conhecido popularmente como besouro castanho dos cereais, o Tribolium castaneum
(Herbst) pertence a familia Tenebrionidae, na qual séo encontradas mais de 10.000 espécies de
insetos conhecidos. Este inseto tem origem indo-australiana, sendo encontrado principalmente
em areas temperadas (FARIAS, 2010).

T. castaneum apresenta cor avermelhada (ou acastanhada), dos quais os adultos sdo
besouros achatados, ovalados, de coloragdo castanha avermelhada e variam de 2 a 4 mm de
comprimento (Fig. 6). O ciclo de vida pode ser completado em 21 dias sob condi¢bes 6timas
de temperatura (35 °C) e umidade relativa do ar (75%), mas podem se desenvolver entre 22 e
40 °C. Os ovos desta espécie sdo pequenos, medindo aproximadamente 0,6 x 0,3 mm, claros e
recobertos por substancia viscosa, e o periodo de incubacdo é de aproximadamente sete dias.
As fases de ovo e pupa apresentam maior resisténcia a acdo dos inseticidas. A ovoposicdo €
efetuada fora da massa de grdos de 2 a 3 vezes ao dia, sob sacarias, fendas ou alimentos,
totalizando entre 400 e 500 ovos. As larvas apresentam-se branco amareladas, cilindricas e
finas, medindo até 7 mm de comprimento, e as fases de ovo e pupa apresentam maior resisténcia
a acdo dos inseticidas. A ovoposicdo é efetuada fora da massa de grdos de 2 a 3 vezes ao dia,
sob sacarias, fendas ou alimentos Sdo moveis e se alimentam dos embrides dos cereais, sendo
esta nesta fase a de maior consumo de alimento. O adulto pode sobreviver por até 3 anos, tendo
a capacidade de se dispersar através do voo por longas distancias. Em condicdes favoraveis,
este inseto pode produzir 4-5 geragGes em um ano de condicdo favoraveis (ISLAM et al., 2017;
GRUNWALD et al., 2013).

T. castaneum € um dos principais insetos-praga na cultura do milho (BENHALIMA et
al., 2004; LI et al., 2015), danificando sementes, graos e produtos moidos. Sao 0s responsaveis
por cerca de 9% de perdas em grdos armazenados em paises em desenvolvimento; chegando
essa perda a 20% nos paises mais desenvolvidos (ISLAM, 2017; NATTUDURAI et al., 2012),
sendo capazes de parasitar os graos em todos os estagios de desenvolvimento (BOYER et al.,

2012). O T. castaneum € uma das principais e mais graves pragas dos cereais e causa grandes
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perdas econémicas no armazenamento de grdos. Devido a infestacdo severa causada pelo T.
castaneum, a farinha decai e fica amarelada, com um odor desagradavel, pungente, afeta
negativamente o cozimento qualidade da farinha e, finalmente, torna-se insalubre para uso
humano (LI et al., 2015).

Figura 6. T. castaneum: larva (A e B), pupa (C) e adulto (D)

Fonte: Lorini et al. (2015)

3.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE ACTINOBACTERIAS

3.7.1 Atividade Antioxidante

Um antioxidante é qualquer substancia que retarda ou previne a deterioragéo, dano ou
destruicdo por oxidacdo de biomoléculas ou estruturas celulares (MANIVASAGAN et al.,
2014). Nos ultimos anos, muita atencao tem sido dedicada a obtencdo de antioxidante oriundos
de fontes naturais e sua associacdo com efeitos benéficos a satde, havendo um consideravel
interesse da industria farmacéutica pelo desenvolvimento de antioxidantes derivados de fontes
naturais (PRASHD KEKUDA et al., 2010; SER et al., 2018).

Existem varios métodos disponiveis para avaliar a atividade antioxidante doos mais
variados tipos de compostos. Diversos estudos tém destacado o potencial antioxidante das
actinobactérias, principalmente por conta da ampla gama de metabdlitos secundarios que esse

grupo de micro-organismos é capaz de produzir, além da sua versatilidade em colonizar
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diferentes tipos de ambientes, 0 que gera particularidades na producdo de seus metabolitos
secundarios (RODRIGUES et al., 2018; WANG et al., 2017).

Karthik at al. (2013) investigaram a atividade antioxidante de isolados marinhos do
género Streptomyces frente a diversos ensaios in vitro, sendo a atividade positiva atribuida a
presenca de compostos fendlicos nos extratos microbianos obtidos a partir da fermentacao.

Garg et al. (2013) relatam eu seu trabalho a producdo de micotiol (MSH) e glutationa
(GSH) por actinomicetos (principalmente o género Streptomyces), que sao tiois de baixo peso
molecular e tém papel fundamental na manutencao do ambiente redutor nas células, necessario
para a regulacdo das suas atividades metabdlicas frente a condigdes de estresse.

Sowndhararajan e Kang (2013) avaliaram a atividade antioxidante frente a ensaios in
vitro de extratos organicos obtidos a partir da fermentacdo de Streptomyces em diferentes meios
de cultura.

No trabalho de Gozari et al. (2018) Strepomyces isolado de ambiente marinho foi
analisado frente a ensaios antioxidantes in vitro, e os resultados obtidos propdem que este grupo
de micro-organismos de fato possuem potencial para serem explorados como fontes de
metabolitos com acdo antioxidante, uma vez que os ambientes que oferecem condi¢bes
extremas, assim como 0 marinho, expdem 0s micro-organismos a elevados niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS), obrigando-os a produzir compostos com ac¢do antioxidante para se
proteger.

Nafis et al. (2018) apresentaram resultados de atividade antioxidante total (ATT) do
extrato bruto obtido a partir da fermentacdo de uma actinobactéria endofitica da planta medicial
Aloe vera, indicando-as como uma nova fonte de compostos bioativos.

Sanjivkumar et al. (2019) aplicaram nanotecnologia em seu trabalho, produzindo
nanoparticulas (AgNPS) a partir da biomassa fermentativa de Streptomyces olivaceus. Em
seguida foi avaliada a atividade antioxidante dessas nanoparticulas, obtendo-se bons resultados
em relacédo ao sequestro de radicais livres in vitro.

A Caatinga, com suas caracteristicas de regido semiarida, como longos periodos de
estiagem, alta insolagcdo e temperaturas, favorecem o desenvolvimento de organismos com
adaptacOes especificas para sobreviver a esse ambiente e ao estresse oxidativo ao qual sdo
submetidos diariamente, o que faz dos micro-organismos isolados deste ambiente fontes
promissoras de compostos com acao antioxidante (CARVALHO et al., 2016; RODRIGUES et
al., 2018).
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3.7.2 Atividade Inseticida

As actinobactérias tém sido relatadas na literatura como possuidoras de um papel
significativo no controle bioldgico de insetos, através da producdo de metabdlitos secundarios
ativos. Spinosad é um produto inseticida da Dow AgroSciences (Indianapolis, Indiana, EUA),
obtido a partir da fermentagdo da Saccharopolyspora spinosa Mertz e Yao (Bacteria:
Actinobacteridae), uma actinobactéria de ocorréncia natural no solo. O Spinosad apresentado
alta atividade inseticida por contato ou ingestdo contra diversos insetos-praga, pertencentes as
ordens Lepidoptera, Diptera, Thysanoptera, Coleoptera, Orthoptera, Hymenoptera, dentre
outros (MARK et al., 2011).

Diversas bactérias tém sido descritas como produtoras de enzimas quitinoliticas, o que
atesta que elas podem ser utilizadas na protecdo de plantas contra parasitas e insetos praga.
Dentre as bactérias produtoras de quitina ja descritas na literatura, ha estudos envolvendo
espécies pertencentes ao grupo das actinobactérias, como Arthrobacter, Micromonospora e
Streptomyces, que apresentaram um papel significativo na degradacdo da quitina e,
consequentemente, possuem potecial para acdo inseticida (GADELHAK et al., 2005; GOMES
etal., 2018; SUBBANNA, et al., 2018).

Anwar et al., (2014) obtiveram resultados significativos para atividade inseticida de
sobrenadantes obtidos a partir da fermentacdo de Streptomyces rochei, Streptomyces
minutiscleroticus e Streptomyces phaeoluteigrisseus contra larvas e adultos do inseto praga T.
castaneum.

Rajesh et al. (2015) revelaram que os metabdlitos secundarios tetraciclina, avermictina,
macrotetrolides e flavonoides oriundos de extratos organicos de acetato de etila obtidos a partir
do cultivo de actinomicetos foram toxicos para insetos do género Culex, que é um vetor de
doencas, como a filariose.

Os actinomicetos desempenham um papel significativo no controle biol6gico de insetos
praga através da producdo de metabdlitos secundarios ativos e estdo sendo testados. Esses
metabolitos podem atuar isoladamente ou, 0 que é 0 mais comum, atuar com base em efeitos
combinados (ANWAR et al., 2014; GADELHAK et al., 2005; GOMES, et al., 2018).

Adicionalmente, alguns estudos demonstram que as actinobactérias do género
Streptomyces podem ser uma importante ferramenta para o controle biologico de insetos, através
da producdo de substancias com potencial pesticida (SHAMA, 2014). Takahashi et al. (1989)
descreveram a altemicidina, composto produzido a partir do cultivo de Streptomyces sioyaensis

no meio de cultura ISP-4, que apresenta atividade acaricida. Sarauv et al. (2013) e Thenmozhi
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et al. (2013) também evidenciaram propriedades acaricida contra Haemaphysalis bispinosa e
Rhipicephalus microplus, respectivamente, de extratos butandlico, isopropandlico,
cloroférmico, aceténico, hexanico, de acetato de etila e de éter de petroleo obtidos a partir de
cultivo de Streptomyces isolados de ambiente marinho. Kekuda et al. (2010) relataram o
potencial larvicida contra Aedes aegypti de extratos butandlicos obtidos da fermentacdo de
actinobactérias do género Streptomyces isoladas do solo. Vijayabharathi et al. (2014) avaliaram
0 potencial pesticida de varias cepas de Streptomyces frente a Helicoverpa armigera e Spoptera
litura, utilizando os metabolitos extracelulares obtidos a partir dos processos fermentativos das
actinobactérias em estudo.

No trabalho de Anwar et al. (2014) o filtrado da cultura (liquido metabdlico), bem como
extratos metanolicos de actinobactérias do género Streptomyces, apresentaram potencial
inseticida contra Tribolium castaneum, causando 100% da mortalidade do inseto.

Marathe et al., (2016) isolaram e purificaram o inibidor de protease (PT) a partir do
sobrenadante gerado nos processos fermentativos de Streptomyces spp., que causou alteragédo
no ganho de peso e no desenvolvimento de larvas, pupas e individuos adultos de Helicoverpa
armigera.

Ababutain et al. (2012), revelaram que o antibidtico lincomicina, obtido a patir da
extracdo com éter dimetilico do liquido metabdlico de Streotomyces sp., além de exibir
atividade contra os patégenos Bacillus cereus, Bacillus subtilis, S. aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aerigunisa e Canddida albicans, também exibiu atividade contra o inseto vetor
Culex pipiens.

Desse modo, tém crescido o interesse pelo controle de insetos por cepas de
actinobactérias isoladas dos mais diversos ambientes, considerando a relevancia de trabalhos
como estes tanto para o desenvolvimento agricola quanto para a satde publica. Contudo, esse

potencial ainda é pouco explorado, visto que ha poucos estudos sobre a acdo de actinobactérias
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4. RESULTADOS
Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigos.
4.1. ARTIGO 1

Avaliacdo da Atividade Antioxidante de Filtrado de Cultura de Streptomyces Isolados da

Caatinga
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RESUMO

A Caatinga possui uma populacdo microbiana altamente adaptada as condi¢des de
estresse ambiental. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o teor de compostos fendlicos e
flavonoides totais e o potencial antioxidante de filtrado de cultura de Streptomyces isolados da
Caatinga. A atividade antioxidante foi avaliada por diferentes métodos in vitro tais como AAT,
DPPH, ABST e reducdo do NO, além da dosagem de fendis e flavonoides totais. Os resultados
obtidos revelam que os filtrados de cultura sdo importantes fontes de metaboélitos antioxidantes.
A amostra CA-02 apresentou maiores concentracdes de fendis e flavonoides, bem como teve
maior poder de reducdo em todas as metodologias testadas. Portanto, Streptomyces isolados da
Caatinga é umapromissora fonte antioxidante que pode ser usado para combater radicais livres

no seto farmacéutico e alimenticio.
1. INTRODUCAO
Os processos de oxidacdo desempenham um papel essencial na producédo de energia

nas células. No entanto, neste processo sdo liberados radicais livres que podem causar danos

oxidativos a compostos celulares (CAROCHO et al., 2018). O desequilibrio entre esses radicais
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livres e os antioxidantes (substancias que estabilizam e/ou eliminam estes radicais) produzidos
em nosso organismo resulta no estresse oxidativo, processo que pode estar relacionado ao
desenvolvimento de varias doencas degenerativas, tais como cancer, envelhecimento e
doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (BARBA et al., 2017; CAROCHO et al., 2018).
Atualmente, existe um interesse considerdvel nas industrias alimenticia e farmacéutica, pelo
desenvolvimento de antioxidantes derivados de fontes naturais, incluindo plantas, animais e
microrganismos (SER et al., 2015).

Streptomyces representa o maior género dentro do filo Actinobacteria, que é composto
por bactérias filamentosas gram-positivas. Foi proposto pela primeira vez por Waksman e
Henrici (1943) e, atualmente, sdo conhecidas mais de 780 espécies e 30 subespécies ja descritas
na literatura (TAN et al., 2017). O género Streptomyces tem feito contribuicdes significativas
para ciéncia e tecnologia, por sua capacidade de produzir uma ampla gama de compostos. Mais
de 7.000 compostos bioativos com vérias aplicacfes biotecnoldgicas importantes foram
descobertos a partir deste género, incluindo compostos com propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anticancer, antiflingicas e imunossupressoras (BERDY, 2012; KARAM; WAL,
2015; SER et al., 2015; TAN et al., 2018; SANJIVKUMAR et al., 2019).

A caatinga possui grande variedade de espécies endémicas, que apresentam uma rica
producdo metabdlica para adaptacdo as condicGes de estresse ambiental caracteristicas da
regido semiarida onde estdo inseridas, como altas temperaturas e baixo indice pluviométrico
(AGRA et al., 2007; CARTAXO et al, 2010; ROCHA et al.,2017). Por isso, sugere-se que 0S
microrganismos que habitam esse dominio morfoclimatico podem ter adquirido a capacidade
de sintetizar metabolitos ricos em atividade antioxidante ou desenvolver mecanismos
especificos de defesa antioxidante para a sobrevivéncia ao estresse oxidativo (CAROCHO et
al., 2018; RODRIGUES et al.,2018; TANVIR et al., 2014).

Desse modo, Streptomyces isolados da Caatinga pode ser fonte de antioxidantes
naturais que podem ser usadas no campo farmacéutico e alimenticio (APAK et al., 2016; TAN
et al., 2017; 2018). Este trabalho prop6s avaliar o potencial antioxidante, bem como o teor de
compostos fendlicos e flavonoides totais frente a ensaios in vitro de isolados da Caatinga

pertencentes ao género Streptomyces.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Actinobactérias

Para o desenvolvimento deste trabalho, 4 cepas de actinobactéria isoladas de solo
rizosférico da Caatinga (CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17) e identificadas morfologicamente
como Streptomyces sp. foram gentilmente cedidas pela Cole¢cdode Culturas do Departamento
de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). As culturas foram mantidas

em tubos com meio ISP-2 s6lido, sob refrigeragao.

2.2 Condicdes de cultivo e obtencéo dos filtrados da cultura

Para o processo fermentativo, as cepas de actinobactérias (CA-02, CA-06, CA-07 e
CA-17) foram semeadas em placas de Petri contendo 0 meio ISP-2, de modo a seobter um
crescimento em tapete. As placas foram incubadas por 7 dias a 37°C. Apo0s esse periodo, 5
discos da col6nia em tapete (1 cm de diametro) foram inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyer
de 250 ml contendo cada um 100 mL de caldo GYM (Glicose Levedura Maltose — extrato de
levedura 4 g, extrato de malte 10 g, glicose 4 g, g.s.p. 1000 mL), sendo o pH ajustado para 7,2
antes da esterilizacéo, e os frascos foram entdo incubados em agitacdo (150 rpm) por 7 dias a
37 °C. Ap0s a incubacéo, as culturas foram submetidas a centrifugacédo a 3.000 rpm durante 3
min, e em seguida a filtracdo, onde a biomassa microbiana foi desprezada e o filtrado da cultura

separado para ser utilizado nos experimentos.

2.3 Dosagem de Compostos Fenolicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com o método Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), onde 200 pL de cada filtrado da cultura nas
concentragdes de 100, 50, 25 e 12,5%, foram adicionados em tubos, juntamente com 1 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu (1:1/v:v) e 2.5 mL de carbonato de sodio (20%). A mistura foi
incubada por 30 min em temperatura ambiente e, posteriormente, a absorbancia foi medida a
765 nm. A estimativa de compostos fenolicos totais foi calculada utilizando uma equacéo obtida
a partir da curva de calibragdo (equacio: y = 0,005x + 0,0685; R? 0,9932) do 4cido galico nas
concentragfes 400, 200, 100, 50 e 25 puM. O resultado foi expresso em equivalente de acido

galico (mg EAG /g extrato).
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2.4 Dosagem de Flavonoides Totais

Os flavonoides contidos nos extratos foram mensurados através da metodologia
descrita por Woisky e Salatino (1998). Primeiramente, foi preparo o reagente, adicionando-se
100 mL etanol 2% a 2 g de cloreto de aluminio. Posteriormente, os filtrados da cultura foram
diluidos em &gua nas concentracées 100, 50, 25 e 12,5%. Como padrao, foi utilizada a quercetina
(3,5,7,3’-4’-pentahidroxiflavona) na concentracdo de 1 mg/mL. O procedimento foi feito em
triplicata em uma placa de 96 pogos, onde foram pipetados 100 pL dos filtrados da cultura, da
quercetina (10 a 100 pg/mL) para obtencdo da curva padréo e dos controles, todos adicionados
a 100 pL do reagente. Apds uma hora de incubacdo no escuro, as absorbancias foram obtidas a
420 nm. O teor de flavondides foi estimado usando a curva padrdo da quercetina (y = 0,0076x
+ 0,2169; R2=0,9768) e os resultados expressos em miligrama Equivalente da Quercetina por

grama do extrato (mg EQ/g* extrato).

2.5 Atividade Antioxidante

2.5.1 Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total (ATT) dos filtrados da cultura foi avaliada pelo método
de Pietro et al., (1999), na qual se utiliza 0 método do fosfomolibdénio, que se baseia na reducéo
de Mo(VI) para Mo(V) pelo composto antioxidante, gerando a formacdo de um complexo
fosfato/Mo(V) de coloracdo verde, que é formado sob condi¢bes de pH acido e pode ser
monitorado por espectrofotometria. Desse modo, uma aliquota de 0.1 mL de cada filtrado da
cultura (concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5%) foi misturada a 1 mL da solucéo reagente (600
mM de acido sulfirico, 28 mM de fosfato de sddio e 4 mM de molibdato de amonio).

As amostras foram ent&o incubadas em banho termostatizado a 95 °C, por 90 min e,
posteriormente, a absorbancia foi mensurada a 695 nm. A atividade antioxidante total foi
expressa em relagéo ao acido ascorbico, que foi utilizado como padréo, e calculada através da
formula: %TAC = (Aa-Ac) x 100/ (Aaa — Ac), onde Ac representa a absorbancia do controle
(solucédo reagente, sem o LM), Aa a absorbancia na presenca do LM e Aaa a absorbancia do

acido ascorbico.
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2.5.2 Sequestro do radical DPPH

O potencial antioxidante dos filtrados da cultura das actinobactérias também foi
avaliado através capacidade de sequestro do radical livre 2,2-difenil — 1 — picrilhidrazil (DPPH),
segundo o método definido por Blois (1958). Em uma placa 96 pocos, foram adicionados 10
uL de cada filtrado da cultura (diluido em &gua nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5%) junto
com 240 pL do reagente DPPH (diluido em metanol, 200uM). A placa foi entdo incubada no
escuro por 30 min, a temperatura ambiente e, apds a incubacéo, foi medida a absorbancia a 517
nm. A porcentagem de atividade de captura do radical DPPH foi calculada através da formula:
% Reducdo DPPH = [(Ac — As) / Ac] x.100, onde Ac representa a absorbancia do controle
(DPPH + DMSO) e As a absorbancia das amostras.

2.5.3 Sequestro do radical ABTS

A atividade de captura do radical ABTS (2,2'-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) dos filtrados da cultura foi determinada de acordo com Re et al., (1999). Para a
reacdo, foram misturados 3 mL da solucdo de ABTS" e 30 UL do extrato vegetal (concentracdo
1 mg/mL, diluichio em DMSO). A mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente por 6 mim. Apos a incubacao, foram mensuradas as absorbancias das amostras a 734
nm. Como controle, foi usada a mistura reagente + agua.

A partir das absorbancias mensuradas, foi calculada a porcentagem de reducdo do
ABTS, através da formula: % Reducdo de ABTS= [(Ac — As)/ Ac] x 100, onde Ac representa

a absorbancia do controle e As a absorbancia das amostras.

2.5.4 Sequestro do radical 6xido nitrico (NO)

Para se avaliar a capacidade de inibi¢do de NO, foi utilizada a metodologia de Johann
Peter Griess (1958), que se baseia na capacidade da amostra em estudo sequestrar o radical NO
liberado a partir do nitroprussiato de s6dio (NPS) em solucéo aquosa, impedindo a formacgéo
do cromoforo rosa detectado por espectrofotometria apds adicdo do reagente de Griess.

Para a reacdo, 50 puL do NPS (1,25mM) foi incubado com 50 L de cada filtrado da
cultura em diferentes concentracgdes (100, 50, 25 e 12,5%) por 1 hora em temperatura ambiente.

Apos a incubacgdo, adicionou-se 100 pL do reagente de Griess (1% p/v de sulfanilamida, 0,1%
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p/v de N-(1-naftalenodiamina) e 2,5% v/v de &cido orto- fosforico), sendo entdo a mistura
submetida a leitura das absorbancias a 540 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e para
o controle negativo, o NPS foi substituido por tampéao. A partir dos resultados obtidos por
espectrofotometria, foi calculada a porcentagem de captura do radical NO, utilizando-se a
equacdo: % Reducéo de NO= [(Ac — As)/ Ac] x 100, onde Ac representa a absorbancia do

controle e As a absorbancia dos filtrados da cultura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dosagem de compostos fendlicos e flavonoides totais

Os compostos fendlicos compreendem um grupo quimico mais estudado e apresentam
elevada propriedade antioxidante. Embora as plantas sejam conhecidas como as fontes primarias
desses compostos, existem evidéncias consideraveis do potencial de producdo de compostos
fendlicos como metabdlitos secundarios por microrganismos, incluindo o género Streptomyces
(SER et al., 2015; KEKUDA et al., 2017; TAN et al., 2018).

Os resultados obtidos na determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foram
expressos como equivalentes a acido galico (EAG) por grama de extrato (Tabela 1). Todos 0s
filtrados de cultura apresentaram teores significativos de compostos fendélicos totais, sendo o
maior teor observado em CA-17 na concentragéo de 100% (35,16 + 0,27 mg EAG/g). Rufino et
al. (2010) estabelece que, para espécies vegetais, € considerado alto o teor de fenois totais > 50
mg EAG/g; médio para valores entre 10 e 50 mg EAG/g; e baixo para valores >10 mg EAG/g.
Nesse sentido, todas as amostras apresentaram teores de compostos fendlicos medianos nas
suas maiores concentragoes.

Os flavonoides compreendem um grupo de substancias polifendlicas amplamente
distribuidas em plantas, podendo ser encontrados também em microrganismos. Trabalhos
realizados sobre as propriedades farmacoldgicas desses compostos descreveram indmeros
beneficios por eles gerados, como atividade antitumoral, antibacteriana, antimutagénica,
protecdo cardiovascular, além da atividade antioxidante. A acdo desses compostos como
antioxidante consiste tanto na reacdo direta com radicais livres, como pelo sequestro de ions
metalocos por quelacdo, além da prevencdo da geragdo de radicais livres, protegendo assim 0s
potenciais alvos biologicos do estresse oxidativo (TAN et a., 2017; POLJSAK et al., 2013;
RAHAL et al., 2014; WANG et al., 2013).
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Tabela 1. Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais e resultados das atividades antioxidantes in vitro dos
filtrados de cultura obtidos da fermentacdo de CA-02, CA-06, Ca-07 e CA-17.

Amostras/ Fendis totais ~ Flavonoides ATT Sequestro DPPH Sequestro ABTS Sequestro NO
Concentracao (MgEAG/g)*tD totais (%)°£DP (%) + DP (%) £ DP (%) + DP
P (mg EQ/g)"+DP

CA-02

100% 27,74%0,43 75,53+0,11 44,26x0,09  64,14+0,01 29,83+0,01 24,61+0,01
50% 13,08+0,11 46,32+0,05 22,38+0,02  49,69+0,02 17,41+0,04 17,14+0,01
25% 6,50+0,01 24,26+0,01  11,14+0,02  43,32+0,04 8,59+0,02 11,91+0,03
12,5% 3,65+0,01 16,89+0,00 5,29+0,01 28,45+0,03 2,81+0,01 9,61+0,01
CA-06

100% 13,87+0,023 38,86+0,07  23,21+0,08  58,61+0,01 28,59+0,02 11,76+0,01
50% 8,74+0,01 25,05+0,01 9,18+0,02 43,460,02 15,41+0,03 9,09+0,01
25% 4,82+0,02 15,97+0,00 4,81+0,00 26,54+0,02 8,49+0,01 8,20+0,00
12,5% 2,75+0,01 10,66+0,00 2,37+0,01 18,23+0,02 3,9+0,02 7,84+0,01
CA-07

100% 17,96+0,06 78,56+0,18  19,15+0,05  57,01+0,03 32,64+0,01 23,15+0,02
50% 10,96+0,01 50,53+0,09 9,36+0,03 51,87+0,01 19,26+0,01 13,79+0,01
25% 6,19+0,01 30,18+0,02 4,83+0,01 33,78+0,03 13,73+0,02 10,76+0,00
12,5% 3,61+0,01 17,33+0,00 2,25+0,00 27,74+0,05 13,48 +0,08 8,83+0,01
CA-17

100% 35,16+0,27 49,52+0,02  18,85+0,01  52,46+0,16 31,36+0,06 9,35+0,00
50% 13,20+0,07 30,09+0,01 9,8+0,01 55,84+0,14 8,74+0,03 7,89+0,01
25% 8,48+0,12 19,78+0,01 4,43+0,01 41,86+0,08 4,59+0,01 7,47+0,01
12,5% 3,64+0,02 12,09+0,00 2,07+0,00 33,67+0,07 1,83+0,04 6,64+0,00

Fonte:A autora (2009). a: teor de compostos fendlicos totais, expresso em mg/g equivalentes a &cido galico; b: teor de

flavonoides totais, expresso em mg/g equivalentes a quercitina; c: atividade antioxidante total, expressa em funcéo do &cido

ascosbico
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Nos resultados obtidos para a dosagem de flavonoides totais (Tabela 1), é possivel
evidenciar que todos os filtrados de cultura também apresentaram teores elevados, destacando-
se CA-02 na concentracdo de 100% (75,53 £ 0,11 mg EQ/g), o que sugere o bom desempenho
dessa amostra nos ensaios antioxidantes relacionado a presenca de flavonoides na sua
composicdo e CA-07 na concentracdo de 100% (78,56+0,18 mg EQ/qg).

Diversos estudos tém avaliado os flavonoides e suas propriedades farmacoldgicas
benéficas, como atividade antitumoral, antibacteriana e antimutagénica, além da protecéo
cardiovascular. Contudo, a funcdo mais importante dos flavondides é a sua atividade
antioxidante, isto é, a capacidade de eliminar espécies e radicais reativos de oxigenio e azoto.
A acdo antioxidante dos flavondides ndo é causada apenas pela reacdo direta com os radicais
livres, pois os flavonoides também podem sequestrar ions metalicos por quelacéo e prevenir a
geracdo de radicais livres mediada por metais e, consequentemente, proteger os potenciais alvos
bioldgicos do estresse oxidativo (KURTIC et al., 2011).

3.2 Atividade Antioxidante

3.2.1 Atividade Antioxidante Total

Antioxidantes sdo moléculas que conferem protecdo contra o estresse oxidativo em
células ou organismos, blogueando ou retardando o dano oxidativo causado pelas espécies
reativas de oxigénio (KEKUDA et al., 2017; NAFIS et al., 2018; SANJIVKUMAR et al., 2019).

Nesse trabalho, a atividade antioxidante total (ATT) usou o método do
fosfomolibdénio, que se baseia na reducgéo de Mo (V1) para Mo (V) pelo composto antioxidante,
gerando a formacdo de um complexo fosfato/Mo (V) de coloracdo verde. De acordo com 0s
resultados obtidos (Tabela 1), todos os extratos apresentaram capacidate antioxidante total.
Porém, o melhor resultado foi obtido com a amostra CA- 02, que apresentou ATT de 44,26%
na concentragdo de 100%, amostra da qual seobteve os maiores teores de flavonoides. Nafis et
al., (2018) apresentaram resultados promissores de atividade antioxidante total (ATT) do extrato
bruto obtido a partir da fermentagdo de uma actinobactéria endofitica. Além disso, o extrato
apresentou teores significativos de fendis (15,42 pug GAE/mg extrato) e de flavonoides (11,41

ug QE/mg extrato), dado que corrobora com os resultados deste estudo.
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3.2.2  Sequestro do radical DPPH

O DPPH é um dos ensaios mais simples e rapidos para atividade antioxidante in vitro.
Este ensaio utiliza um radical DPPH livre estavel para avaliar a capacidade de um composto
em conferir efeito antioxidante, através da transferéncia de atomos de hidrogénio ou elétron
para os radicais DPPH, levando a mudancas de cor que podem ser detectadas por
espectrofotometria (BAYGAR; UGUR, 2016; TAN et al., 2018).

Nos resultados obtidos (Tabela 1), todos os filtrados de cultura apresentaram reducéo
do DPPH acima de 50% para as maiores concentragdes, destacando-se CA-02, com reducéo de
64,14%. Interessantemente, CA-02 (100%) apresentou consideravelteor de fendis totais. Varios
estudos associram a atividade antioxidante de actinobactérias a presenca de fendis totais,
avaliada atraves de dosagens quantitativas (ASWATHY et al., 2017; KEKUDA et al., 2017;
TAN etal., 2017; ZHONG et al., 2011).

Sanjivkumar et al. (2019) mostrou em seus estudos que nanoparticulas (AgNPs)
produzidas a partir da biomassa de Streptomyces olivaceus sdo capazes de reduzir em 59% o
DPPH. Tan et al., (2018) avaliou o potencial antioxidante de actinobactérias isoladas do solo de
manguezal identificadas com Streptomyces sp., obtendo cerca de 36% de reducdo de DPPH na
concentracdo de 4 mg/mL de extrato metanolico. O estudo relacionou a atividade antioxidante
positiva a presenca de compostos fenolicos totais nas amostras, evidenciada pela correlacao de

Pearson.

3.2.3 Sequestro do radical ABTS

A capacidade de eliminacao de radicais livres protonados, como o0 ABTS, é um atributo
importante para os antioxidantes. Nos resultados de captura do radical ABTS encontrados
(Tabela 1), todas as amostras apresentaram reducédo do radical ABTS, destacando-se CA-07,
que apresentou reducédo de 32,64 + 0,01 na maior concentracdo (100%) e manteve reducao de
13,48 £ 0,08 na menor concentragéo.

Vaérios estudos avaliam a atividade antioxidante de actinobactérias pelo método do
sequestro do radical ABTS. Zhong et al. (2011) mostrou que o extrato acetato deetila obtido a
partir da fermentacdo de Streptomyces griséus reduziu o radical ABTS em 82% e 52% nas
concentragOes de 360 pg/mL e 100 pug/mL, respectivamente. Tan et al. (2018) também utilizou
esse método para avaliar o potencial antioxidante de Streptomuces sp., revelando reducéo de

68% na concentracdo de 4 mg/mL de extrato metandlico. Esses resultados também se
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mostraram dose dependente, havendo correlacdo entre essa atividade e a presenca de compostos

fenélicos nas amostras.

3.2.4 Sequestro do radical 6xido nitrico (NO)

As actinobactérias provocaram a reducgdo do radical NO, destacando-se CA-02, com
reducdo de 24,62 + 0,01%. O excesso de 0xido nitrico (NO) produzido por inducdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) esta relacionado ao desenvolvimento de inimeras desordens que
conduzem a perda da homeostasia. O estresse oxidativo gerado pelo aumento da producao
enddgena de NO pode levar a efeitos de toxidade induzida, tais como peroxidacgdo lipidica,
nitracdo de proteinas e danos ao DNA. Desse modo, compostos que sejam capazes de sequestrar
o radical NO podem diminuir a toxicidade das espécies reativas de nitrogénio, atuando na
modulacdo de processos inflamatérios e, consequentemente, prevenindo ou reduzindo danos
(MAIA et al., 2009; ZHONG et al., 2011).

Os antioxidantes apresentam efeitos benéficos nas doencas cardiovasculares e doencas
inflamatdrias crénicas associadas com o oxido nitrico (NO). Os compostos fendlicos comuns,
incluindo &cidos fendlicos, flavonoides, isoflavonas e antocianinas tém sido investigados quanto
aos seus efeitos sobre a producéo de NO (DUSSE et al., 2003; VALKO et al., 2007). A presenca
de elevadas concentracdes de fendis associada a reducao de NO obtido por CA-02 pode indicar
esse filtrado de cultura como promissor agente antioxidante.

Maia et al (2009) avaliou a atividade antioxidante através do experimento de sequestro
do radical NO do extrato metandlico de algas marinhas e associou a reduc¢do do teor de NO em
46% na concentracdo de 7,5 mg/mL a presenca de polifendis no extrato. No estudo de
Sanjivkumar et al. (2019) nanoparticulas (AgNPs) produzidas a partir da biomassa de

Streptomyces olivaceus reduziram em 51% o radical NO na concentracdo 100 pg/mL.

4. CONCLUSAO

Este estudo mostrou a atividade antioxidante de filtrado de cultura de actinobactérias
isoladas da Caatinga e pertencentes ao género Streptomyces. Todos os filtrados de cultura
apresentam potencial para producdo de antioxidantes. Os 4 isolados testados (CA-02, CA-06
CA-07 E CA-17) apresentaram reducdo para os radicais DPPH, ABTS, NO. Todas as amostras
possuem atividade antioxidante total (ATT), com destaque para CA-02. Essa atividade pode

estar relacionada a presenca de compostos fenolicos e flavonoides no processo fermentativo
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das actinobactérias. Desse modo, microrganismos isolados da Catinga apresentam potencial
para a producdo de metabdlitos antioxidantes. Estudos posteriores sdo necessarios para

identificar e isolar esses compostos antioxidantes do filtrado de cultura.
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RESUMO

Os cupins possuem grande importancia ambiental, mas por conta da acdo antropica no seu
habitat, passaram entdo a causar prejuizos a edificacdes em areas urbanas. Desse modo, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade contra N. corniger de actinobactérias do género
Streptomyces isoladas da Caatinga. Para isso, os filtrados de cultura das 4 cepas foram utilizados
para se avaliar a atividade termiticida, bem como os efeitos sobre as enzimas digestivas.
Também foi realizada a analise quimica dos filtrados de cultura. A amostra CA-06 apresentou a
melhor atividade termiticida contra soldados e operéarios, causando também a inibicdo de
endoglucanase, bem como teve maior poder de redugéo em todas as metodologias testadas. A
analise quimica evidenciou a presenca dos flavonoides rutina e vitexina na amostra. Os
resultados obtidos revelam que os filtrados de cultura de Streptomyces isolados da Caatinga sao
fontes promissoras de metabolitos termiticidas, tais como flavonoides, o que pode ter relacdo a

desregulagéo do processo digestivo desses insetos.
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1. INTRODUCAO

Os cupins possuem grande importancia ambiental, desempenhando um papel
fundamental no ciclo do carbono na natureza. Sdo considerados grandes decompositores, pois
melhoram a qualidade do solo através da ingestdo e transporte de particulas orgénicas e minerais,
e podem funcionar como bioindicadores de qualidade ambiental e fertilidade do solo (KORB,
2019; LIMA et al, 2016; COSTA-LEONARDO, 2002). Porém, a acdo antropica no habitat
natural desses insetos tem levado a uma mudanca de comportamento dos mesmos, que passaram
entdo a causar prejuizos a edificacdes em areas urbanas. Atualmente os cupins sdo considerados
uma das pragas de insetos mais comuns e importantes em areas urbanas do Brasil e em grande
parte da Ameérica do Sul, causando danos consideraveis em edificios historicos, colecdes de
documentos, construcfes urbanas e arvores ornamentais (SUGIO et al, 2018; FRANCA et al,
2016; COSTA- LEONARDO, 2002).

Nasutitermes corniger (Isoptera, Termitidae) é uma espécie de cupim arboricola
amplamente distribuido nas Américas, ocorrendo do sul do México ao norte da Argentina. E
caracterizado pelo seu comportamento social e divisdo em castas, sendo altamente adaptado a
fixar seus ninhos tanto em ambientes naturais como arvores, raizes ou solo, como também em
areas urbanas e agricolas (LIMA et al, 2016; SANTANA et al, 2010). O controle de cupins se
principalmente por meio do uso de inseticidas sintéticos, o que tem causado o suregimento de
populacdes resistentes, efeitos deletérios na satide himana e ao meio ambiente. Como alternativa
ao uso de inseticidas quimicos, compostos de fonte bioldgica, como plantas e micro-organismos,
tem sido utilizados como estratégia para o controle desses insetos-praga, 0 que reduz o
surgimento de pragas resistentes e a contaminacdo de organismos ndo-alvos (ABROL;
SHANKAR 2014, FISHEL 2014; LIU et al., 2014; MENEZES, 2005).

As actinobactérias representam um grupo de bactérias gram-positivas, filamentosas e
com alta quantidade de ligagbes G+C em seu genoma. Sao pertencentes ao filo Actinobacteria,
que compreende mais de 200 géneros com amplo espectro fisiologico e metabdlico
(PRASHITH KEKUDA et al., 2010; RAO et al., 2013; GANESAN et al, 2017). Streptomyces
é 0 género de ocorréncia predominante no solo, sendo conhecido pela grande capacidade de
produzir metabdlitos secundarios bioativos, que podem ser usados como antibioticos,
antifungicos, agentes antitumorais, antiinflamatorios, bioestimulantes agricolas e inseticidas
(ELBENDARY et al, 2018; KEENAN et al, 2019; PUPPALA et al, 2019; VALIPOUR et al,
2018; SHI et al, 2018, GANESAN et al, 2018; CAO et al, 2018).
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A Caatinga é um bioma que abriga diversas espécies de microorganismos endémicos
(DRUMOND, 2013) adaptados as condicGes adversas desse ambiente, tais como altas
temperaturas, excesso de radiacdo, estresse hidrico e escassez de nutrientes caracteristicos da
regido (GIULIETT et al., 2006; MMA, 2018; MEDEIROS et al., 2013). Essas adaptacdes
resultam na biossintese de diversos metabolitos secundarios bioativos com propriedades
bioquimicas Unicas, que podem ser exploradas em muitos segmentos da industria, farmacologia
e agricultura (MELO, 2014). Considerando esses aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
0 potencial termiticida de cepas pertencentes ao género Streptomyces isoladas de solo da

Caatinga.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Actinobactérias

Para o desenvolvimento deste trabalho, quatro cepas de actinobactérias isoladas de
solo da Caatinga e identificadas morfologicamente como CA-02, CA-06, CA-07 e CA- 17, foram
gentilmente cedidas pela Colecéo de Culturas do Departamento de Antibi6ticos, Universidade
Federal de Pernambuco (UFPEDA). As culturas foram mantidas em tubos de ensaio contendo

meio ISP-2 sélido, sob refrigeracéo.

2.2 CondicBes Fermentativas e extracdo do liquido metabdlico

Para o processo fermentativo as 4 cepas de actinobactérias foram semeadas em placas
de Petri contendo o meio ISP-2, de modo a se obter um crescimento em tapete. As placas foram
incubadas por 7 dias a 37°C. Ap0s esse periodo, 5 discos da coldnia em tapete (1 cm de
diametro) foram transferidos para Erlenmeyers de 250 ml contendo cada um 50 mL de caldo
GYM. O pH foi ajustado para 7,2 antes da esterilizacdo, os frascos foram entéo incubados por
48 horas a 37 °C sob agitagdo (150 rpm) para formagdo do pré-indculo. Para a realiza¢do da
fermentagdo, 5 mL de cada pré-indculo foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL
contento 100 mL do caldo GYM. Os frascos foram incubados por 96 horas a 37 °C sob agitacédo
(150 rpm). Apos o crescimento, as culturas foram submetidas a filtragdo, onde a biomassa
microbiana foi desprezada e o filtrado da cultura separado e liofilizado, para obtencdo dos
extratos aquosos denominados de CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17.
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2.3 Insetos

Coldnias de N. corniger foram coletados no campus da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Recife-Brasil), em um fragmento de Mata Atlantica (8°00°45°’S, 34°56°57°W).
Os autores tiveram autorizacdo (36.301) do Instituto Chico Mendes de Conservagao e
Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente. Os ninhos de cupins foram
selecionados com base na integridade, foram removidos do tronco de uma arvore e transferidos
para o laboratério, sendo mantidos a 28 + 2°C durante o periodo necessario para separagao e

transferéncia dos operarios e soldados ao bioensaio.

2.4 Atividade Termiticida

A atividade termiticida foi realizada de acordo com o método descrito por Kang et al.
(1990). Cada experimento foi feito utilizando-se placas de Petri (90 x 15 mm) contendo dieta
artificial composta por celulose e mantidas no escuro a 28°C. Os extratos (CA-02, CA-06, CA-
07 e CA-17), foram incorporados em uma dieta artificial, nas concentragoes de 2, 4, 10, 20, 50
e 100%. Para a preparacédo da dieta artificial, os extratos foram misturados com uma solugéo de
matriz de celulose a 20% (p/v) (Avicel) e essa mistura foi adicionada (1 ml) em placas de Petri,
em discos. As placas foram mantidas na estufa (56 °C) por 24 h para permitir a secagem dos
discos. Em seguida, 16 operarios e4 soldados foram transferidos diretamente do ninho para
cada placa de Petri. Para o controle, foi utilizada a dieta artificial sem os extratos. Trés ensaios
independentes foram realizados, em quintuplicatas, e foram calculadas as concentragdes letais

necessarias para matar 50% (CL50) dos cupins submetidos ao bioensaio.

2.5 Efeito dos filtrados de cultura sobre as enzimas digestivas do intestino de N. corniger

Os extratos de intestino de operarios de N. corniger foram obtidos de acordo com
Napoledo et al. (2011). Um grupo de 100 soldados ou operarios foram imobilizados a 20 °C
por 15 minutos. O intestino de cada inseto foi removido manualmente e homogeneizados (100
intestinos) com 1 mL da solucdo tampéo (acetato de sédio 0,1 M, pH 5,5 ou Tris-HCI 0,1 M,
pH 8,0, ambos contendo NaCl 0,15 M). Os homogenatos foram centrifugados (9000 g, 4°C,15
min) e os sobrenadantes coletados (extratos de intestino de soldados ou operarios) foram
utilizados para avaliacdo de atividades enzimaticas e avaliagdo da concentracdo de proteinas
(LOWRY etal., 1951).
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O efeito de CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 nas atividades das enzimas digestivas de
soldados e operarios foi avaliado por prévia incubacéo (30 min, 28°C) do extrato de intestino
com CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 seguido da determinacdo das atividades enzimaticas. Os
resultados foram comparados com os ensaios sem CA-02, CA-06, CA- 07 e CA-17 (controle
100% enzimatico). Controle foi feito também sem o substrato (branco da reacao).

As atividades de endoglucanase e exoglucanase foram determinadas de acordo com
adaptacdes dos metodos descritos por Li et al. (2009) e Wood and Bhat (1988), respectivamente.
O extrato de intestino de soldados (50 pL; 65 pg de proteina) ou operarios (50 pL; 98 pg de
proteina) mais CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 (50 pL) ou acetato de s6dio 0,1 M, pH 5,5 (50
pL) foram incubados (10 min, 50°C) com 400 pL das solugdes (1%, p/v) de
carboximetilcelulose (para atividade de endoglucanase) ou Avicel (para atividade de
exoglucanase) em acetato de sodio pH 5,5 contendo NaCl 0,15 M. Apo6s incubacdo, foi
adicionado 500 pL de acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) para parar a reacdo. Em seguida as
amostras foram aquecidas (100°C, 6 min) e imediatamente resfriadas em gelo (15 min). Logo
apos, foi feita a leitura da absorbancia a 540 nm. A quantidade de acucares redutores foi
determinada usando curva de glicose como padrdo (y = 0,7216x + 0,0216, onde Y € a
absorbancia a 540 nm e X é a concentracdo de glicose em mg/mL). Uma unidade da atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para gerar 1 umol de glicose

por minuto.

2.6 Analise quimica dos filtrados de cultura

A analise quimica dos filtrados de cultura obtidos da fermentacdo foi realizada por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 foram diluidos
com 2 mL de metanol e levada ao ultrassom durante 60 minutos para completa solubilizac&o.
Os padrdes (Tabela 1) foram utilizados na concentracéo de 1 mg/mL.

A amostra e os padrbes foram aplicados de forma manual em placas cromatograficas
de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas
apos saturacdo com a fase movel (Tabela 1). A cuba foi saturada durante 15 minutos,
aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas com largura de 5 mm e
com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 5mm. O tamanho da largura e do
comprimento das placas cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 5 mm da
origem e com término 5 mm do final da placa. Apds a eluicdo das placas as mesmas foram secas

a temperatura ambiente, e observadas sob luzultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel em



57

seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada
metabdlito (Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrbes

correspondentes.

Tabela 1: Sistemas, Reveladores e padrdes utilizados na andlise quimica

Classe de Metabolito Sistema Revelador Padréao
Taninos Hidrolisaveis 90:5:5 Cloreto férrico Ac. Galico
Taninos condensados 90:5:5 \Vanilina cloridrica Catequina
Flavonoides 90:5:5 Cloreto de aluminio Quercetina e Rutina
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + A B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 Lieberman-Burchard+ A Escina
Antraquinonas 50:6,75:5 HNO3 + KOH 10% Senosideo A
Alcal6ides 50:6,75:5 Dragendorf IAtropina
Acucares Redutores 50:20:10:10 Timol + H2S04 10% + A D-frutose
Derivados Cinamicos 90:5:5 Cloreto de aluminio /Ac. Cafeico e Ac.
clorogénico

Sistemas: 90:5:5 - Acetato de etila: 4cido formico: agua; 70:30 - Tolueno: acetato; 50:50:50 - Eter etilico: acetato
de etila: &cido acético 10% (saturagdo); 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético: &cido férmico: agua;

50:20:10:10 - Acetato de etila: acido acético: acido féormico: 4gua; 50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol: agua

Para andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com 0s 4 extratos
(CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17), primeiramente foi preparada uma solucdo estogque de cada
extrato, para a qual de 10 mg da amostra foi pesado, diluido com 2 mL de metanol: 4gua (1:1;
v/v) e levadas ao banho de ultrassom (Unique®) durante 30 minutos para completa
solubilizacdo. Foi retirada uma aliquota de 800 pL da solucdo estoque para baldo volumétrico
de 2 mL, sendo o volume aferido com &gua ultrapura (Purelab®, Elga LabWater, EUA. Por fim,
a solucdo foi filtrada em filtro de PVDF 0,45 um para vials. Os padroes de flavonoides
utilizados (vitexina e rutina) foram pesados e diluidos para 10 mL de metanol (grau HPLC,
Tedia®).

Destas soluc@es, aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos de 2 mL,
aferindo o volume com &gua ultrapura. Por fim, as soluc@es finais foram filtradas em filtro de
PVDF 0,45 um para vials. Também foi injetada uma solucdo contendo aliquotas da solucao
amostra e dos padrdes, para confirmar a presenca dos compostos na amostra. Ao final, a solugéo

da amostra+padréo foi filtrada em filtro de PVDF 0,45 um para vials.
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A andlise por CLAE foi realizada num sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo
Fisher Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher
Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific),
desgaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de 20 pL (ACC-3000, Thermo
Fisher Scientific). O comprimento de onda foi fixado em 350 nm para a detecgédo de
flavonoides. As separacdes cromatograficas foram obtidas com uma coluna C18 (250 mm x 4,6
mm d.i., 5 pm) Dionex® (EUA) equipada com pré-coluna (C18 de 4 mm x 3,9 m;
Phenomenex®). As separacdes foram efetuadas a temperatura de 29 °C. A fase moével foi
constituida por agua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados com acido trifluoroacético
a 0,05%, e fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como segue: O-
10 min, 5-20% B; 10-15 min, 20-25% B; 15-18 min, 25-40% de B; 18-25 min, 40-80% de B;
25-30 min, 80% de B; 30-34 min, 80-5% B; 34- 36 min, 5% B. Para a analise e processamento
dos dados, o software Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA) foi utilizado.
Os teores foram calculados de acordo com as equagOes da reta dos padrdes: y = 0,9054x +
0,1589 (vitexina) e y = 0,7015x - 0,2726 (rutina).

2.7 Andlise estatistica

Diferencas significativas entre os grupos tratados no teste termiticida foram analisados
pelo teste t-Student (p<0,05) usando programa Origin 6.0. Desvio-padrédo (DP) foi calculado
usando GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, California, USA) e os dados foram
expressos como a média das replicatas + DP. As concentracdes letais para matar 50% (CL50)
dos soldados e operarios ap6s 2 dias foram calculados por analise de probit usando o software
StatPlus®2006 (Analyst Soft, Canada).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Actinobactérias possuem metabolitos secundarios bioativos contra diversas espécies de
insetos (ARASU et al., 2013; GANESAN et al., 2018; MARATHE et al., 2016). Nesse trabalho,
foi avaliado o efeito termiticida dos filtrados de cultura obtidos da fermentacédo de 4 cepas de
actinobactérias, pertencentes ao género Streptomyces, isoladas do solo da caatinga.

A andlise por CCD dos liquidos metabolicos revelou a presenca de flavonoides,

derivados cindmicos, saponinas e aglcares redutores em todas as amostras. Em adicdo a estes
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componentes, CA- 07 e CA-17 contem também terpenos e esteroides e apenas em CA-07 foram
identificados taninos condensados (tabela 2).

Tabela 2. Andlise quimica por CCD dos filtrados de cultura.

CA-02 CA-06 CA-07 CA-17

Flavonoides + + + +
Derivados cindmicos + + + +
Saponinas + + + +
Acucares Redutores + + + +

Antraguinonas - - - -

Taninos hidrolisaveis - - - -

Taninos condensados - - + -
Terpenos e esteroides - - + +
Cumarinas - - - -
Alcaldides - - - ,

(+) positivo: presenca; (-) negativo: auséncia.

Baseado nos resultados da CCD, as amostras foram avaliadas por CLAE no
comprimento de onda de 350 nm para a deteccdo dos flavonoides rutina e vitexina. Os
cromatogramas de todos os liquidos metabdlicos evidenciaram a presenca de um ou dois picos
identificados como rutina e vitexina (figura 1), que foram confirmados com a co- injecdo da
amostra com quantidades conhecidas dos padres. Um terceiro pico foi detectado para CA-02
néo relacionado com os padrdes usados. O teor de rutina para CA- 02, CA-06, CA-07 e CA-
17 foi de 49,63 + 0,66, 35,37 + 0,92, 8,25 + 0,55 e 13,57 + 0,33mg%, respectivamente. O
teor de vitexina para CA-02 e CA-06 foi de 7,82 + 2,98 e 6,75 £ 3,95. N&o foi detectada a
presenca de vitexina para CA-07 e CA-17.

Os filtrados de cultura CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17, provenientes da fermentacéo
de actinobactérias, foram testados quanto a sua toxicidade em soldados e operarios de N.
corniger nas concentragdes de 2%, 4%, 10%, 20%, 50% e 100%. Todas as amostras testadas
foram termiticidas para operarios, com excecdo de CA-17. CA-06 foi a Ginica amostra de efeito
termiticida para soldados (CL50 1,36%), sendo CA-06 a amostra mais toxica (CL50 4,05%)
(tabela 3).
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Figura 1: Analise por CLAE dos filtrados de cultura. O perfil do cromatograma monitorado a

350 nm mostrou a presenca de vitexina (pico 1) e rutina (pico 2) com base no tempo de retengéo
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Tabela 3: Toxicidade dos filtrados de cultura sobre N. corniger

CLso (%0)

CA-02 CA-06 CA-07 CA-17
Soldados ND 1,36 ND ND
Operarios 14 4,05 6,23 ND

CLsg: concentracéo letal necessaria para matar 50% dos cupins. ND: ndo determinado.

Apds 2 dias, CA-02 causou morte significativa dos operarios nas concentracées de 50
e 100% e apds 6 dias, 10% de CA-02 foi significativamente toxica para os operérios (figura 2A).
Para os soldados, CA-02 néo reduziu significativamente a sobrevivéncia de soldados apds os 7
dias de teste (figura 2B). A CL50 dos operarios foi determinada ap6s 2 dias, com valor de 14%.

A atividade termiticida de CA-06 sobre operarios e soldados é apresentada na figura
2. Comparado ao controle, as concentracbes de 50% e 100% apresentaram toxicidade
significativa aos operarios no segundo dia de experimento (figura 2C). Quanto aos operarios,
CA-06 causou a morte significativa depois de 5 dias de experimento (figura 2D). A CL50 foi de
1,36% para soldados e 4,05% para operarios.

CA-07 (20, 50 e 100%) reduziu significativamente a sobrevivéncia de operarios em
relacéo ao controle, sendo determinado no segundo dia de teste a CL50 de 6,23% para operarios

(figura 2E). Para os soldados, CA-07 néo foi capaz de causar a morte significativa dos insetos
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(figura 2F). A amostra CA-17 ndo apresentou efeito termiticida para soldados e operarios
(figura 2G e H).

Os efeitos dos filtrados de cultura nas enzimas digestivas dos cupins também foram
analisados. A atividade de exoglucanase dos operarios aumentou apos o tratamento com CA-02,
porém a atividade de endoglucanase ndo foi alterada. CA-06 ndo promoveu alteracdo nas
atividades de endoglucanase e exoglucanase de operarios, no entanto estimulou a atividade de
endoglucanase de soldados. Ainda, as atividades das celulases ndo foram alteradas quando
tratadas com CA-07.

De acordo com Lima et al. (2016), endoglucanases e exoglucanases sdo as principais
enzimas digestivas identificadas em extrato de intestino de N. corniger. Operarios possuem a
funcdo de digerir o aliemento para nutricdo de outras castas como os soldados (LIMA et al.,
2016). A toxicidade de CA-02 para operarios e de CA-06 para soldados pode estar associada a
estimulacao da atividade dessas celulases e desregulacdo da fisiologia digestiva do inseto. A
toxicidade de CA-07 para operarios deve estar ligada a outros mecanismos diferentes nédo
relacionados ao sistema digestivo do inseto.

As actinobactérias sdo conhecidas pela incrivel capacidade de se adaptar a condi¢bes
extremas do ambiente, e isso as torna fontes importantes de metabdlitos secundarios com as
mais variadas bioatividades, tais como alcaloides, policetideos e averctinas (LIU et al, 2017,
BURG et al., 1979; YADAV et al, 2018; ZHANG et al, 2008; MASCHIO et al, 2019;
CHAROUSOVA et al. 2018).

Existe na literatura varios compostos bioativos isolados de actinobactérias que podem
ser aplicados no controle de insetos. Avermectinas sdo 0s metabolitos secundarios mais
conhecidos como inseticidas. Sdo produzidos por Streptomyces avermitilis e sua toxicidade é
devido a ligacdo a neurénios musculares de algumas espécies de insetos causando paralisia e
morte (Burg et al., 1979; Cox et al., 1995; Tomilova et al., 2016). Filtrado de cultura de
actinobactérias de solo foi larvicida para larvas no estadgio L3 de Culex sp. (RAJESH et al,
2015).

Flavonoides, derivados cindmicos, saponinas e agUcares redutores foram 0s grupos
guimicos encontrados em todos os filtrados de cultura analisados. Terpenos e esteroides foram
identificados apenas em CA-07 e CA-17, e em apenas CA-07 foi detectada a presenca de taninos
condensados. Flavonoides s&o muito comuns em plantas, porém micro-organismos, incluindo
Streptomyces sp., também podem produzi-los (BALACHANDRAN et al., 2014). A atividade
de flanonoides sobre enzimas de insetos ja foi reportada. Os flavonoides taxifilina e quercetina

isolados de espécies de arvores coniferas inibiram enzimas detoxificadoras de Leptinotarsa
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decemlineata (Wang et al., 2016).
A atividade termiticida dos filtrados de cultura podem ser devido a presenca de
flavonoides. A presenca de terpenos e esteroides e auséncia de vitexina para CA-17 pode ter

desencadeado um efeito negativo ou antagdnico na toxicidade sobre os cupins.

Figura 2: Taxa de sobrevivéncia de operarios (A, C e E) e soldados (B, D e F) de Nasutitermes corniger tratados

com filtrados de cultura de actinobactérias (2-100%). Cada ponto representa a média de 5 replicatas.
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Figura 3: Efeito dos filtrados de cultura na atividade de endoglucanase e exoglucanase de extrato de intestine de
operarios (-m-) e soldados (-o-) de N. corniger.
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4. CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho revelam que filtrado de cultura obtidos da fermentacéao de
actinobactérias da Caatinga sdo fontes promissoras de metabdlitos termiticidas, tais como
flavonoides. Adicionalmente, o efeito termitica pode estar ligado a desregulagdo do processo

digestivo desses insetos.
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RESUMO

Considerando-se a grande riqueza metabdlica de actinobactérias, principalmente isoladas de
ambientes com condi¢fes extremas, bem como a necessidade de novos biopesticidas, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inseticida de Streptomyces spp. isolado da
Caatinga contra Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum, dois insetos praga agricolas. Para
isso, foram avaliados a repeléncia, fumigacdo, toxicidade por contato e o efeito sobre a taxa
instantanea de crescimento dos filtrados de cultura obtidos da fermentacéo da actinobactéria. A
cepa CA-02 mostrou atividade positiva no efeito fumigante contra T. castaneum e reduziu a
taxa instantanea de crescimento para ambos o0s insetos praga, sendo o melhor resultado obtido
na influéncia do crescimento de T. castaneum. Trabalhos que avaliem o potencial de
actinobactérias frente a insetos praga ainda sdo escassos. Assim, se faz necesséria a realizacdo
de estudos posteriores, para identificar e isolar esses compostos com atividade inseticida

presente no filtrado de cultura.
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1. INTRODUCAO

A protecdo de cultivares alimentares de ataques por insetos pragas € uma grande
preocupacdo tanto para a industria de alimentos e produtores agricolas, quanto para as
organizacbes de salde publica e agéncias ambientais, pois a populacdo avanga
exponencialmente e, junto a ele, aumenta a demanda por alimentos, o que tem ocasionado 0 uso
exacerbado de pesticidas para proteger as culturas de importancia econémica e,
consequentemente, aumentar a produtividade. Contudo, essa pratica, junto a falta de um
planejamento adequado para aplicacdo dos inseticidas, tem resultado em diversos problemas
que incluem: morte de insetos polinizadores e das espécies que controla esses insetos-praga
naturalmente, selecdo e multiplicacdo de individuos resistentes, contaminacdo residual em
alimentos e diferentes formas de polui¢cdo ambiental (ABROL; SHANKAR 2014, FISHEL
2014; PHILLIP; THRONE, 2010; VIJAYABHARATHI et al., 2014).

Por isso, estudos envolvendo a producdo de inseticidas biol6gicos tém sido
desenvolvidos, considerando a necessidade de se obter novos compostos para controle de insetos
vetores de doencgas e pragas agricolas que ndo resultem em contaminacdo ambiental, deposito
de residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre populacdes de insetos benéficos, como 0s
polinizadores (MENEZES, 2015; GOMES et al., 2018; SUBBANNA, et al., 2018).

Os micro-organismos oriundos de ambientes com condi¢fes extremas, como a
Caatinga, podem ser uma fonte em potencial para a producdo de compostos com atividades
bioldgicas de interesse, uma vez que precisam adaptar sua fisiologia paramspobreviver nesses
ambientes, 0 que pode gerar grande diversidade de compostos bioativos (CARVALHO et al.,
2016; DRUMOND, 2013; RODRIGUES et al., 2018).

O uso de bactérias com propriedades antimicrobianas tornou-se uma das opc¢des mais
atraentes para aumentar a sustentabilidade da producdo agricola devido, principalmente, ao
baixo custo de producdo e uso reduzido de recursos ndo renovaveis. Entre eles, as
actinobactérias sdo a boa alternativa para o manejo de pragas, pois representam uma alta
proporcao da biomassa microbiana do solo e tém a capacidade de produzir ampla variedade de
metabolitos secundarios. Varias cepas de actinobactérias tém sido reconhecidas como
produtoras de metabdlitos bioativos valiosos como antibacterianos, antifungicos, antibioticos,
antiparasitarios, inseticidas e herbicidas (ANWAR et al., 2014; SHAMA, 2014; RODRIGUES
etal., 2018).

O género Streptomyces representa 0 maior dentro filo Actinobacteria, que é composto

por bactérias filamentosas Gram- tem sido alvo de inimeros trabalhos por sua capacidade de
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produzir uma ampla gama de compostos bioativos atuantes em diversas atividades bioldgicas
(MANIVASAGAN etal., 2014; SUBRAMANI, AALBERSBERG, 2012; THENMOZHI et al.,
2013). Atualmente, mais de 7.000 compostos bioativos com varias aplicacdes clinicas
importantes foram descobertos a partir deste género, incluindo compostos com propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, anticancer, antifngicas e imunossupressoras (KARAM,;
WALLI, 2015; SER et al., 2015; TAN et al., 2018; SANJIVKUMAR et al., 2019). O estudo de
Streptomyces isolados da Caatingaambiente pode ser uma abordagem bastante eficientes para
a descoberta de novos metabdlitos bioativos (APAK et al., 2016; TAN et al., 2017; 2018).
Considerando estes aspectos, este trabalho objetivou avaliar o potencial de controle
frente aos insetos praga Sitophulis zeamais e Tribolium castaneum, de uma actinobactéria

isolada da Caatinga pertencentes ao género Streptomyces.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Actinobactérias

Para o desenvolvimento deste trabalho, 1 cepa de actinobactéria isoladas de solo da
Caatinga e identificada Streptomyces sp. Como foi gentilmente cedida pela Colecédo de Culturas
do Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco — UFPEDA. A cultura

foi mantida em tubos com meio ISP-2 solido, sob refrigeracao.

2.1 Condicdes Fermentativas

No processo fermentativo, a cepa Streptomyces (CA-02) foi inoculada em frascos do
tipo Erlenmeyer de 250 ml contendo cada um 100 Ml de caldo GYM (glicose levedura malte).
O Ph foi ajustado para 7,2 antes da esterilizag&o, e os frascos foram ent&o incubados em agitagédo
(150 rpm) por 7 dias a 37 °C. Ap0s a incubacdo, as culturas foram submetidas a centrifugacéo e
posteriormente a filtracdo, onde a biomassa microbiana foi desprezada e o filtrado de cultura

separado, para ser utilizado nos experimentos de atividade inseticida.
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2.2 Atividade Inseticida contra S. zeamais e T. castaneum

2.2.1 Criacdo dos Insetos

Foram estabelecidas criacfes continuas de S. zeamais e T. castaneum em condicdes de
laboratério. Os insetos serdo acondicionados em frascos de vidro de 1,5 L, fechados com tampa
plastica perfurada e revestida internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. As
criagdes serdo mantidas em camara climatica tipo B.O.D, a 28+2 °C, 70+5% de UR e 24h de
fotofase, sendo utilizado como substrato alimentar pé de milho adquirido no Mercado Publico
de Serra Talhada-PE, com teor de umidade de 13% base umida (b.u.).

2.2.2 Repeléncia do filtrado de cultura sobre S. zeamais e T. castaneum

Foi avaliado o efeito repelente do filtrado de cultura da actinobactéria CA-02, obtido
a partir de processos fermentativos, sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum. As amostras
foram testadas em arenas compostas por dois recipientes plasticos, interligados a um pote
central por dois tubos plasticos. Em um dos potes serdo colocadas 20 g de p6 de milho tratado
com o extrato fermentativo, aplicado diretamente no p6 de milho, e no outro a mesma
quantidade de p6 de milho ndo tratado (testemunha). No pote central foram liberados 10 adultos
de S. zeamais e T. castaneum e, apds 5 dias, os insetos contidos em cada recipiente foram
contados. O pé de milho sem insetos foi acondicionado em outro recipiente, para 0 experimento
de emergéncia da repeléncia. Os adultos emergidos foram contabilizados apds 22 dias de
infestagdo. O indice de repeléncia (IR) foi avaliado pela formula: IR =2G / (G + P), onde G=
% de insetos atraidos no tratamento e P = % de atraidos na testemunha.

Os valores de IR variam entre zero e dois, sendo que IR = 1 indica repeléncia
semelhante entre o tratamento e a testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor
repeléncia do tratamento em relacdo a amostra testemunha (tratamento atraente) e IR <1

corresponde & maior repeléncia do tratamento em relagdo a testemunha (tratamento repelente).
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2.2.3 Fumigagéo do filtrado de cultura sobre S. zeamais e T. castaneum

Foi avaliado o efeito fumigante do filtrado de cultura obtido da fermentacdo de CA-02
sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum de acordo com a metodologia adaptada de Aslan et
al. (2004). Foram utilizadas como camaras de fumigacgdo, recipientes de vidro (tipo
bomboniere), onde foram confinados 10 adultos de S. zeamais e T. castaneum, em experimentos
individuais para cada espécie.

O filtrado de cultura de Ca-02 foi utilizado nas concentracdes de 50 e 100% v/v, sendo
impregnado em tiras de papel de filtro de 5 x 2 cm, presas na superficie inferior da tampa dos
recipientes. Os recipientes foram fechados, para impedir a saida dos vapores. Passadas 48 horas

apos a montagem dos experimentos, foi avaliada a porcentagem de mortalidade dos insetos.

2.2.4 Efeito do filtrado de cultura sobre a taxa instantéanea de crescimento (ri) de S. zeamais e

T. castaneum

A taxa instantanea de crescimento (ri) tem sido utilizada na avaliacdo dos efeitos letal e
subletal de inseticidas em pragas e seus inimigos naturais, por apresentar resultados mais
consistentes, em relacdo a outras técnicas usadas em toxicologia. Essa taxa € uma medida direta
do crescimento populacional, e também integra a sobrevivéncia e fecundidade, como a taxa
intrinseca de crescimento (rm), e ambas proporcionam resultados semelhantes (WALTHALL;
STARK, 1997).

Desse modo, foi avaliado o efeito do filtrado de cultura de CA-02 sobre a taxa
instantanea de crescimento de adultos de S. zeamais e T. castaneum. Neste experimento, as
unidades experimentais consistiram de potes fechados com tampa plastica perfurada e revestida
internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. Cada pote continha 20 g de grédos
de milho. O filtrado de cultura foi aplicado diretamente nos grdos de milho com pipeta
automatica nas concentracdes de 50 e 100%, tendo sido os grdos homogeneizados por 30
segundos. Em cada pote foram liberados 10 adultos ndo sexados de S. zeamais com 0 a 15 dias
de idade. As unidades experimentais foram armazenadas por 60 dias em camara climatizada
ajustada a 28+2°C, 60+5% UR e fotofase de 24 horas.

Apos os 60 dias, foram avaliados o numero de insetos emergidos e calculada a taxa
instantdnea de crescimento populacional. Para este célculo utilizou-se a equagdo: ri=[In
(Nf/N0)/AT], onde Nf = Numero final de insetos; NO = Numero inicial de insetos; e AT =

Variagao de tempo (nimero de dias em que o ensaio foi executado). Valor positivo de ri indicou
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crescimento populacional; ri = 0 significou que a populacdo permaneceu estavel; e valor
negativo de ri indica declinio da populagdo até a extin¢do, quando Nf = 0 (WALTHALL &
STARK, 1997).

2.2.5 Toxicidade por contato do filtrado de cultura sobre S. zeamais e T. castaneum

O ensaio de toxicidade de contato foi realizado de acordo com Liu e Ho (1999). O
filtrado de cultura de CA-02 foi utilizado nas concentracdes de 50 e 100%. Aliquotas (0,5 ml)
das solugdes teste foram aplicadas na superficie dorsal do térax de insetos usando uma
micropipeta, e 0s insetos no controle negativo foram tratados com agua. Apds este
procedimento, os insetos foram transferidos para recipientes plasticos (diametro de 2,5 cm,
comprimento de 5,5 cm) e a taxa de mortalidade foi registrada diariamente por 8 dias. Cada

experimento teve quatro repeticdes

3. Analise Estatistica

Diferencas significativas entre os grupos tratados foram analisados pelo teste t-
Student (p<0,05) usando programa Origin 6.0. Desvio-padrdo (DP) foi calculado usando
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, California, USA) e os dados foram expressos

como a média das replicatas + DP.
2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2. 1 Repeléncia e Fumigacdo de S. zeamais e T. castaneum
A actinobactéria identificada como Streptomyces sp. CA-02 foi cultivado sob agitagédo
e, apos o cultivo, o filtrado de cultura obtido foi utilizado para avaliar o indice de repeléncia

(Tabela 1) e fumigacédo (Figura 1) contra S. zeamais e T. castaneum, em duas concentracoes:
50 (1) e 100% (2).
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Tabela 1. Efeito repelente do filtrado de cultura de CA-02 sobre adultos de S. zeamais e T.
castaneum, Temperatura.: 28+2°C, Umidade relativa: 70+5% e fotofase: 24 horas.

Extrato Adultos Atraidos (%)

Inseto fermentativo IR+DP! 1S2
F .
Extrato Testemunha C
FC1 FC2 45 55 09+0,2 N
S. zeamais 5,7 4,25 1,15+ 0,6 N
T. castaneum FC 1FC2 4,25 5,75 0,85+ 0,41 N
4,75 6 0,9+0,47 N

filtrado de cultura; IR: indice de repeléncia; R: repelente; N: ndo-repelente.
1: concentragdo 50%; 2: concentracdo 100%

Figura 1. Efeito fumigante do filtrado de cultura obtido a partir do cultivo de CA-02 sobre S. zeamais e T.
castaneum. (50% e 100 %: concentrag&o do filtrado de cultura 100% utilizado no experimento).

Fumigagao S. zeamais Fumigacdo 7" castaneum
105 120
100 ~. 100
=y - *
R S
o 95 = 80 I *
§ 90 | S 60
> o
@ o
o 85 240
a S
80 “ 20
75 0
Controle 50% 100% Controle 50% 100%

Nos resultados obtidos para repeléncia, é possivel observar que ndao houve efeito
repelente nem atraente das amostras testadas para ambos 0s insetos praga, uma vez que o valor
de IR esta proximo a 1, considerando-se o desvio padrdo em cada teste, 0 que indica atividade
neutra de repeléncia.

Para atividade de fumigacdo, observou-se que nos resultados contra o inseto S.
zeamais, ndo houve diferencga significativa entre as amostras e o controle, com valor de P > 0,05.
Porém para a fumigacdo contra T. castaneum houve aumento da mortalidade com as amostras
teste, apresentando diferenca significativa entre as amostras e o controle a partir da aplicacéo

do teste t (P < 0,01). Esse resultado sugere que o filtrado exerceu agdo toxica ao T. castaneum
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quando este foi exposto continuamente, por um certo periodo de tempo.

As actinobacteérias tém sido relatadas na literatura como possuidoras de potencial para
0 controle biologico de insetos, através da producdo de metabolitos secundarios ativos
(PHILLIPS, THRONE, 2010). Porém, trabalhos que avaliem a atividade de actinobactérias
contra insetos praga séo bastante escassos.

Marathe et al., (2016) isolaram e purificaram o inibidor de protease (PT) a partir do
sobrenadante gerado nos processos fermentativos de Streptomyces spp., que causou alteracdo
no ganho de peso e no desenvolvimento de larvas, pupas e individuos adultos de Helicoverpa
armigera.

Anwar et al., (2014) obtiveram resultados significativos para atividade fumigante de
sobrenadantes obtidos a partir da fermentacdo de Streptomyces rochei, Streptomyces
minutiscleroticus e Streptomyces phaeoluteigrisseus contra larvas e adultos do inseto praga T.
castaneum, chegando a 100% de mortalidade das larvas para algumas cepas microbianas. Nas
andlises cromatograficas também realizadas, foi possivel notar a grande diversidade de
metabolicos secundarios produzidos, que podem estar proporcionando essa atividade agindo
separadamente ou em conjunto.

Em estudos realizados anteriormente (MOURA et al., a ser submetido) foi realizada a
caracterizagdo quimica do filtrado de cultura da actinobactéria CA-02, no qual foi possivel
observar a variedade de compostos por ela produzidos durante o processo fermentativo, dentre
eles flavonoides, acucares redutores e derivados cindmicos, o que reforca a importancia de se
explorar esses micro-organismos em busca de novos compostos que atuem no controle de

insetos praga.

2.2 Efeito do filtrado de cultura sobre a taxa instantanea de crescimento (ri) de S. zeamais e T.

castaneum

Em relacdo a taxa instantdnea de crescimento (ri) (Firgura 2), houve diferenca
significativa entre a amostra testada e o controle (p<0,05) tanto para S. zeamais, quanto para T.
castaneum. Porém, uma alteracdo maior na taxa instantadnea de crescimento foi obtida na

concentracdo 100% contra o T. castaneum.
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Figura 2. influéncia na taxa instantanea de crescimento (ri) do filtrado de cultura obtido a partir do cultivo de CA-02 sobre S.

zeamais e T. castaneum. (50% e 100 %: concentrag&o do filtrado de cultura 100% utilizado no experimento).
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Magalhaes et al. (2015) avaliaram o efeito fumigante e o efeito sobre a taxa instantanea
de crescimento (ri) de Oleos essenciais vegetais sobre T. castaneum. Os efeitos de atividade
fumigante ndo foram tdo satisfatérios, porém dois Oleos essenciais, extraidos de Croton
heliopofolius e Croton pulegiorus proporcionaram menor taxa de crescimento instantaneo em
relacdo ao controle, reforcando a nova tendénia pela busca por compostos bioinseticidas. O
trabalho de Lira et al. (2015) avaliou a atividade inseticida do 6leo essencial de Alpinia
purpurata contra S. zeamais e obteve resultado significativo no método de fumigagdo, com o
aumento da taxa de mortalidade dos insetos praga; a caracterizagdo quimica desse 6leo essencial

revelou a presenca de 30 constituintes volateis, sendo a maoir parte mono e sesqui-terpenos.

2.3 Toxicidade por contato do filtrado de cultura sobre S. zeamais e T. castaneum

Para este teste, aliquotas de 0,5 mL do filtrado de cultura de CA-02 foram aplicadas
na superficie dorsal do térax dos insetos S. zeamais e T. castaneum. A actinobactéria CA-02
ndo se mostrou toxica por contato para ambos os insetos praga testados e, por isso, 0s resultados
de mortalidade por toxicidade ndo foram significativos. Este resultado sugere que o0s
metabdlitos secundarios encontrados no filtrado de cultura de Ca-02 n&o s&o absorvidos pelo
dorso nos insetos. Desse modo, a actinobactéria tem potencial inseticida, frente aos demais
resultados, mas os seus metabolitos ndo atuam por esse mecanismo (SANTOS et al., 2014).

Atualmente, a aplicacdo de agentes quimicos ainda € um método muito utilizado para

controlar as doencas vegetais e 0s insetos praga. Porém, a maioria dos produtos quimicos
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utilizados como inseticidas no setor agricola para protecéo de cultivos tem efeitos indesejaveis
em seres vivos, além se serem grandes poluidores ambientais. Por isso tém crescido o interesse
pela utilizacdo de agentes de biocontrole, principalmente espécies vegetais e actinobactérias
(CARVALHO et al., 2016; GOMES, ET AL., 2018; LI et al., 2015).

Habibb et al. (2016) avaliou a a toxicidade de extratos metandlicos preparados a partir
das flores de Calotropis gigantea contra T. castaneum, sugerindo que a espécie vegetal
apresenta potencial inseticida para o controle dos insetos praga. Silva-Bessa et al. (2019)
encontraram atividade inseticida contra S. zeamais nos extratos organicos produzidos com
folhas de Anadenanthera columbrina, planta endémica da Caatinga.

Rajesh et al. (2015) revelaram que os metabdlitos secundarios tetraciclina, avermictina,
macrotetrolides e flavonoides, oriundos de extratos organicos de acetato de etila obtidos a partir
do cultivo de actinobactérias, foram toxicos para insetos do género Culex, que é um vetor de
doengas, como a filariose. Em trabalhos realizados anteriormente (Moura et al., a ser submetido)
foi detectada a presenca de flavonoides no filtrado produzido pela actinobactéria CA-02, o que
sugere que a atividade inseticida evidenciada neste estudo pode estar relacionada a presenca

desse composto no filtrado de cultura.

CONCLUSAO

Com arealizacdo deste trabalho, foi possivel evidenciar dados sobre atividade inseticida
de uma actinobactéria isoladas da Caatinga e pertencentes ao género Streptomyces. A cepa CA-
02 mostrou atividade positiva nos ensaios que avaliaram o efeito fumigante e a influéncia na
taxa instantanea de crescimento, sendo os melhores resultados contra o inseto praga Tribolium
castaneum. Trabalhos que avaliem esse potencial ainda sdo escassos, o que reitera a importancia
dos dados apresentados. Desse modo, estudos posteriores sdo necessarios para identificar e

isolar esses compostos com atividade inseticida produzidos por Streptomyces spp.
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5. CONCLUSOES

A prospeccdo quimica evidenciou a presenca de flavonoides, que foi confirmada com adosagem
in vitro; acucares redutores e derivados cindmicos em CA-02, CA- 06, CA-07 e CA-17

CA-02, CA-06, CA-07 e CA-17 apresentaram atividade antioxidante total ATT, bem como
reducdo dos radicais DPPH, ABTS, NO, com os melhores resultados obtidos por CA-02;
Filtrado de cultura obtidos da fermentacdo de actinobactérias da Caatinga sdo fontes
promissoras de metabdlitos termiticidas;

A cepa Ca-02 apresentou atividade positiva no efeito fumigante e taxa instantanea de
crescimento, sendo melhores resultados obtidos contra o inseto praga Tribolium castaneum.
Estudos posteriores sdo necessarios para identificar e isolar esses compostos com atividade

inseticida e antioxidante presente nos filtrados de cultura produzidos por Streptomyces spp.
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