ANALISE QUIMICA DAS GLANDULAS DE VENENO E METAPLEURAL
DE FORMIGAS CORTADEIRAS E ESTUDO DAS ATIVIDADES
HERBICIDA E ANTIMICROBIANA ASSOCIADAS AOS SEUS
CONSTITUINTES

KARLA DA SILVA MALAQUIAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES, RJ
FEVEREIRO DE 2010



ANALISE QUIMICA DAS GLANDULAS DE VENENO E
METAPLEURAL DE FORMIGAS CORTADEIRAS E ESTUDO DAS
ATIVIDADES HERBICIDA E ANTIMICROBIANA ASSOCIADAS
AOS SEUS CONSTITUINTES

KARLA DA SILVA MALAQUIAS

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, como
parte das exigéncias para obtenc&o do
titulo de Mestre em Ciéncias Naturais.

Orientador: Prof. Paulo Cesar Muniz de Lacerda Miranda

Co-orientadora; Ana Maria Matoso Viana-Bailez

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES, RJ
FEVEREIRO DE 2010



ANALISE QUIMICA DAS GLANDULAS DE VENENO E
METAPLEURAL DE FORMIGAS CORTADEIRAS E ESTUDO DAS
ATIVIDADES HERBICIDA E ANTIMICROBIANA ASSOCIADAS
AOS SEUS CONSTITUINTES

KARLA DA SILVA MALAQUIAS

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, como
parte das exigéncias para obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias Naturais.

Aprovada em 11 de fevereiro de 2010

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. Claudio Luiz Melo de Souza — ISTCA/FAETEC

Dr?. Denise Dolores Oliveira Moreira — UENF

Prof. Dr. Omar Eduardo Bailez — UENF

Prof? . Dr®. Ana Maria Matoso Viana-Bailez — UENF
(Co-orientadora)

Prof. Dr. Paulo Cesar Muniz de Lacerda Miranda - UENF
(Orientador)



Aos meus pais, José Carlos e Maria
das Gracas. Aos meus avos, Alcendino
(in memorium) e Maria José, que
sempre me deram todo apoio.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus sempre esteve presente em minha vida

indicando os melhores caminhos a serem tomados.
A FAPERJ/UENF pela bolsa concedida.
Ao professor Paulo pela orientacdo no desenvolvimento deste trabalho.

Aos professores Ana Maria e Omar pela presteza em todos os

momentos e dedicacdo no desenvolvimento deste trabalho.

A amiga Dr? Denise por toda atencéo, troca de idéias e contribuicdo na

realizacdo deste trabalho.

Ao professor Olney pela viabilizacdo e empenho na realizacdo dos

ensaios antimicrobianos.
A Arli por toda ajuda e boa convivéncia sempre.

As amigas Gabriela, Juliana e Shénia pelo companheirismo e ajuda nas

coletas noturnas das formigas.

Aos amigos Larissa, Adriana, Fernanda, Milena, Carol, Leticia e Léo pela

boa convivéncia.
A Luciana pela ajuda nos ensaios antimicrobianos.

Aos amigos do laboratério J.Hild, Fabiola, Vitinho, Thayana, Lindomar,

Paty e Almir.

Aos colegas e professores da pés-graduacdo do programa Ciéncias

Naturais, e ao Edson por toda a ajuda sempre.

A minha priminha Vanuza e meus irmos Saulo e Felipe por todo apoio e

carinho.

E mais importante, a minha familia, especialmente meus pais e avos, por
terem me dado a base e o0 apoio necessarios, me ajudando a transformar as

dificuldades em oportunidades de aprender.



"A coisa mais bela que o homem pode
experimentar € o mistério. E essa
emocao fundamental que esta na raiz

de toda ciéncia e toda arte."

Albert Einstein



RESUMO

Formigas cortadeiras sao consideradas os insetos mais derivados do planeta.
A eficiéncia no forrageamento e manutencdo das condicbes assépticas das
colénias sdo fatores fundamentais do sucesso ecoldgico destas formigas. Tais
fatos sugeriram uma investigacdo de uma possivel capina quimica, realizada
por constituintes de glandulas exdcrinas, nas trilhas de forrageamento e nos
jardins de fungo. No Capitulo | investigou-se a possibilidade dos constituintes
presentes na glandula de veneno, usada para marcacdo de trilha quimica,
estarem atuando como herbicida. Desta forma além de agir como feromonio de
trilha, estas substancias também impediriam o crescimento de vegetacdo na
area de atuacao do feromonio. O efeito do extrato da glandula de veneno e da
3-etil-2,5-dimetilpirazina, principal componente do feroménio de trilha de Atta
sexdens rubropilosa, foi avaliado em comparagdo ao herbicida comercial
Alaclor®. Para realizacdo do bioensaio foram utilizadas sementes de alface.
Estas foram pré-germinada por 72h e posteriormente 35 plantulas foram
separadas e postas em placas de Petri. Em cada placa foi aplicado um
tratamento. Verificou-se que o extrato da glandula de veneno apresenta
atividade herbicida comparavel ao Alaclor®. As anélises quimicas do extrato
ainda indicam a presenca de substancias que ndo foram descritas como
presentes na glandula de veneno desta espécie até o momento. No Capitulo Il
foi analisada a atividade antimicrobiana do extrato da glandula metapleural de
Acromyrmex subterraneus subterraneus. Para o bioensaio foi utilizado o meio
nutritivo BHI. Foram realizados trés tratamentos, em triplicata, o controle
positivo (onde somente o indculo estava presente); controle negativo (controle
DMSO) e o tratamento contendo o extrato da glandula metapleural. Os inéculos
testados foram: duas cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans e Beauveria bassiana. Sobre os fungos C. albicans e B.
bassiana os resultados indicam efeito fungicida. Sobre as bactérias S. aureus e
E. coli o efeito observado foi estatico. As andlises quimicas do extrato indicam

a presenca de acidos assim como outros compostos volateis.

PALAVRAS-CHAVE: Ecologia quimica; formigas-cortadeiras; glandula de veneno; glandula

metapleural; atividades herbicida e antimicrobiana.
Vi



ABSTRACT

Leaf-cutting ants are considered the highest derived insects in the planet.
Foraging performance and colonies antiseptic maintenance are fundamental
factors of the ecological success of these ants. Such facts suggested an
investigation of a possible assistance exerted by chemical constituents of
exocrine glands, in both activities: trail foraging and fungus gardening. In
Chapter | we investigate the hypothesis of venom gland constituents, used to
demarcate foraging trails, possess herbicide activity. Thus, although it is well
known that this gland contain trail pheromone, it is supposed that these
substances, or another ones, would also prevent vegetation growth in the
foraging trail. Atta sexdens rubropilosa venom gland extract and also 3-ethyl-
2,5-dimethylpyrazine (its pheromone trail major component) effects was
evaluated and compared with commercial herbicide Alachlor®. For bioassay
were used lettuce seeds. These were pre-germinated for 72 hours and then 35
seedlings were separated and placed in Petri dishes. Each plate was applied a
treatment. We verified that venom gland extract had herbicide activity as high
as Alachlor®. The chemical analyses of these extracts also indicated the
presence of two new substances that have not been described yet in the venom
gland of this species. In the Chapter Il antibiotic activity of Acromyrmex
subterraneus subterraneus metapleural glands extracts was analyzed. The
extract was evaluated against two fungus species and the results indicate
fungicide effect. Against bacteria the observed effect was bacteriostatic.
Chemical analyses of the extract indicate the presence of carboxylic acids as

well another volatile compounds.

KEYWORDS: chemical ecology, leaf-cutting ants, venom gland; metapleural gland; herbicide

and antimicrobial activities.
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INTRODUCAO

Os insetos sociais sao formidaveis pela eficiéncia e super-organizacéo
de suas colbnias. Dentre eles, as formigas cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex merecem destaque, em virtude do elevado nivel de derivatizacao.
Estas formigas encontraram uma fonte alimentar praticamente inesgotavel,
oriunda da associacdo mutualistica com o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus. O fungo € cultivado dentro das colénias em folhas frescas que
servem como substrato. Devido o corte indiscriminado de mono e

dicotileddneas, estas formigas sdo consideradas praga severa a agricultura.

A atividade de forrageamento em grupo é uma grande vantagem da vida
social. A eficiencia na exploracdo da fonte alimentar possibilita a maior
aquisicdo de recursos que serdo usados para a manutencdo e ampliacdo da
sociedade. Formigas cortadeiras fazem uso de trilhas quimicas para marcar o
caminho entre a colbnia e a fonte de alimento que sera explorada pelas
operarias. As substancias depositadas na trilha sdo chamadas de feromoénio de
trilha e sdo estocadas na glandula de veneno. Estas trilhas tém como
caracteristica o fato de permanecerem livies de vegetacdo. Qualquer
empecilho na area onde transitam as operarias que levam os fragmentos
vegetais ao ninho pode reduzir a eficiéncia no forrageamento. Logo é possivel
pensar que o feroménio de trilha, ou outro constituinte da glandula de veneno,
possa ter uma dupla funcdo. Além de guiar as formigas do ninho até a fonte de
alimento, também apresente uma acdo herbicida. Desta forma inibiria o
crescimento de vegetacdo na area de atuacao do feromoénio. Esta hipétese foi
avaliada no Capitulo | onde a atividade herbicida dos constituintes da glandula
de veneno de Atta sexdens rubropilosa foi analisada. O uso desta capina
quimica, que pode estar relacionada aos constituintes desta glandula, geraria
ganho energético para as formigas. Uma vez que tal mecanismo facilitaria o
deslocamento por trilhas livres de obstaculos sem a necessidade de realizar

constantemente a capina mecanica.



As formigas cultivam apenas um tipo de fungo que constitui a principal
fonte de alimento na dieta larvas e complementa a alimentacdo das operarias.
As céamaras de fungo ficam no solo, ambiente microbioldgico rico e
diversificado que facilita a contaminagdo da monocultura por outros
microorganismos. Além disso, ha um o elevado numero de individuos
geneticamente proximos vivendo em espaco delimitado dos ninhos. O que
torna estas condicbes muito apropriadas para a disseminacdo de agentes
patogénicos. A préatica da agricultura foi primordial para que as formigas
cortadeiras viessem a ser consideradas herbivoros dominantes entre os insetos
sociais. Dentro das camaras onde o fungo € cultivado, qualquer
microorganismo indesejado é eliminado por comportamentos de limpeza bem
especificos, como o grooming. Frente a uma contaminacdo, por fungo ou
bactéria que seja prejudicial, estas formigas fazem uso de substancias
quimicas que podem ser comparadas a defensivos agricolas, para proteger o
jardim do fungo simbionte. Estas substancias sdo produzidas, principalmente,
na glandula metapleural. No capitulo Il a atividade antimicrobiana da glandula

metapleural de Acromyrmex subterraneus subterraneus foi avaliada.

A natureza quimica dos compostos presentes nas glandulas de veneno
e metapleural também foram estudadas. A técnica analitica mais difundida para
a analise de semioquimicos é a cromatografia gasosa aliada a espectroscopia
de massas (CG-EM). Neste trabalho além desta técnica também foi usada a
espectroscopia com ionizacao por electrospray. O principio basico de analise
para as duas técnicas € o mesmo, sendo que o processo de ionizacdo da
amostra sera diferente. Enquanto na CG-EM a ionizacdo ocorre por impacto de
elétrons acelerados, na ionizacdo por electrospray h4 uma transferéncia de
ions pré-existentes em solucdo para a fase gasosa. Assim, a vantagem € que o
composto ndo necessita ser volatil e termicamente estavel até um limite de
temperatura, que constitui a principal limitacdo da CG-EM. Por electrospray é
possivel analisar substancias pouco volateis e polares, caracteristicas de
grande parte dos processos quimicos e bioquimicos que ocorrem em fase

liquida.



Formigas cortadeiras sdo pragas e acarretam elevados prejuizos ao
setor agro-florestal. O controle é feito principalmente com iscas toxicas a base
de composto clorado e fluorados, que s&o poluentes persistentes no meio
ambiente. Conhecer detalhadamente aspectos da ecologia e biologia destes
insetos, assim como substancias envolvidas na integracdo das colbnias €
fundamental para se alcancar sucesso em uma forma de controle alternativo ou

que venha minimizar os efeitos nocivos do controle quimico no meio ambiente.



CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS SOBRE A ECOLOGIA E A BIOLOGIA DE
FORMIGAS CORTADEIRAS



COMUNICACAO QUIMICA

A comunicagdo € um processo que envolve a transmissdo de sinais
entre 0s organismos. Os insetos usam quatro diferentes modos de
comunicacao: visual, auditivo, tatil e quimico. A predominancia de um destes
sinais em relacao aos demais depende de fatores como o habitat e o modo de
vida da espécie (FERREIRA et alii, 2001). Alguns insetos usam principalmente
a comunicacao quimica e entre estes destacam-se 0s insetos sociais. Através
da comunicacdo quimica mensagens bem especificas sdo transmitidas entre
individuos de uma mesma espécie ou de espécies diferentes. A comunicacao
quimica € mediada por substancias chamadas semioquimicos. Esta palavra é
derivada do grego semeion que significa marca ou sinal. Os semioquimicos séo
divididos em dois grupos: aleloquimicos (do grego allelon, de um para outro,
relacdo reciproca) quando estas interacOes s&o interespecificas; e em
ferombnios (do grego phereum, carregar; e hormon, estimulado ou excitado)
quando atuam em relag@es intraespecificas (NORDLUND & LEWIS, 1976). Em
funcdo da mudanca comportamental e/ou fisiolégica que estes compostos
provocam, aleloguimicos e feromoénios sdo classificados de acordo com o

esquema abaixo, Figura 1.1



FONTE: Ferreira et alii, 2001.

Figura 1.1 - Classificacao dos semioquimicos de acordo com o tipo de interagdo. Os sinais (+)
e (-) significam beneficio e custo na interacéo, respectivamente. O primeiro sinal refere-se ao

organismo emissor enquanto o segundo ao receptor do sinal.

Aleloquimicos aparecem mediando interacdes entre organismos em
diferentes niveis troficos. Com relacdo ao custo ou beneficio destes

organismos na comunicagao podem ser descritos como:

a) Cairoménios: sinais quimicos que, quando percebidos por um
individuo de outra espécie, provocam uma resposta fisiologica e/ou
comportamental benéfica ao receptor, mas ndo ao organismo
emissor. Muitos sdo usados por predadores para encontrar a presa.
Por exemplo, o feromdnio sexual produzido pela praga do algodé&o
Heliothis virescens (lagarta-da-maca) também é um atrativo a um de
seus inimigos naturais, o parasitdide Cardiochiles nigriceps
(VICKERS et alii, 1991).

b) Aloménios: sinais quimicos que favorecem somente o emissor. Estes
compostos sdo comumente usados como mecanismo de defesa. Um
exemplo é o acido férmico usado por operarias da espécie Formica
contra invasores (TAGUCHI et alii, 1998).




c) Sinomoénios: sinais quimicos que causam uma resposta
comportamental e/ou fisiolégica adaptativamente favoravel tanto ao
organismo emissor como ao receptor. Um exemplo tipico sdo os

odores florais associados a polinizagédo (SAKAI, 2002).

Ferombnios sdo substancias ou mistura de substancias quimicas que
provocam mudangas fisioldgicas e/ou comportamentais intraespecificas
(NORDLUND & LEWIS, 1976).

Sinais emitidos por meio de ferombnios podem atuar de forma
prolongada na fisiologia e desenvolvimento dos insetos, neste caso sao
denominados “preparadores”. Um exemplo que ocorre em insetos sociais € a
“substancia da rainha”, produzida pela rainha da abelha melifera Apis mellifera,
que impede o desenvolvimento de ovarios nas operarias (BUTLER, 1954 apud
MOTA & CRUZ-LANDIN, 1988).

Os sinais também podem provocar mudanca imediata no
comportamento dos individuos, sendo assim denominados “desencadeadores”
(SHOREY, 1973). Os principais feroménios de efeito desencadeador sdo os
ferombnios de alarme, sexuais, de agregacdo, de marcacdo de territério, de
marcacéao de trilha, e de oviposicéo, Figura 1.1. Alguns destes comportamentos
séo descritos na Tabela 1.1.



Tabela 1.1 - Principais ferombnios de acdo desencadeadora e ac¢do comportamental

desencadeada.

Tipo de Feromdnio Mudanc¢a comportamental ocasionada

Atraem um elevado numero de individuos para vencer a
resisténcia do hospedeiro. Ocorréncia comum em

Agregacao escolitideos, mas também ocorrem em outros coledpteros
(besouros), em diversos himendpteros sociais (formigas e
abelhas), e em blatideos (baratas).

Produzem um estado de alerta pela aproximag¢do de algum
predador natural, desencadeando o comportamento de defesa
na colénia. S&o0 muito comuns em insetos sociais:
Hymenoptera (abelhas e formigas) e Isoptera (cupins).

Alarme

S&o usados para a marcagdo e reconhecimento do préprio
territério de exploragdo, garantindo a coldnia o alimento e a

Marcagdao de territério defesa. S8o encontrados em diversas espécies de formigas,
incluindo as formigas cortadeiras de folhas como Atta
cephalotes e A. sexdens rubropilosa.

Demarcam o local onde os ovos foram depositados e também
sao utilizados pelas fémeas para desencorajar a postura de
ovos por outras fémeas no mesmo sitio, diminuindo a
competicdo entre as larvas por alimento. A maioria dos
ferombnios de oviposicdo ocorre nas espécies de moscas-
das-frutas e algumas mariposas.

Oviposicéo

Sdo emitidos com a finalidade de reproducédo, uma vez que
sdo usados para atrair o0 sexo oposto e assim aumentam a
probabilidade de sucesso no acasalamento dos insetos. Os
Sexuais ferombnios sexuais, na grande maioria dos casos, sao
produzidos pelas fémeas que liberam compostos volateis de
uma glandula especializada, que no caso de lepidopteros
encontra-se tipicamente localizada na ponta do abdome.

Orientam os individuos até a fonte de alimentos e também
Trilha sdo usados na exploracdo de novas areas. S0 comumente
encontrados em Formicidae (formigas) e Isoptera (cupins).

FONTE: VILELA & DELLA LUCIA, 2001.

Os feromonios despontam como uma alternativa promissora no controle
alternativo de insetos-praga. As grandes vantagens da utilizacdo destes
compostos € que eles sdo especificos, pouco toxicos, podem ser usados em
guantidades minimas e séo biodegradaveis quando comparados aos pesticidas
sintéticos (ZARBIN, 2001). Assim, a utilizagdo destes representa uma técnica

menos prejudicial ao ecossistema.



Os ferombnios podem ser usados como atraentes em armadilhas, o que
permite o de monitoramento da ocorréncia de um determinado inseto-praga.
Desta forma, é possivel tomar as devidas providéncias de controle, ou seja, se
h& necessidade de pulverizacdes, bem como quando e quanto aplicar. Além
disso, o feroménio pode ser utilizado na reducdo de populacdes através de
coleta massal, da técnica de confundimento, e também na avaliacdo de niveis
de resisténcia a inseticidas em populagcdes de pragas (BENTO, 2001). A
utiizacdo de ferombnios na agricultura como forma de monitoramento
populacional, ou em armadilhas de captura de insetos, é hoje uma realidade
cada vez maior, tanto no Brasil como no exterior (ZARBIN & RODIGUES,
2009).

ASPECTOS GERAIS DE FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas estdo presentes praticamente em todos 0S ecossistemas
terrestres (DELLA LUCIA et alii, 2001), sendo capazes de ocupar nichos
diferenciados onde s&o dominantes em relacdo a biomassa animal
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Estes insetos apresentam um alto grau de
organizacdo social, e baixa taxa de extincdo quando comparada a outros
grupos de animais. Indicando que sdo mais adaptaveis as mudancas de seu
habitat e do clima do planeta (WILSON, 1987). Segundo Schultz (2000), é
provavel que 15 a 20% da biomassa terrestre animal seja de formigas. Sendo
que este valor é ainda maior, em torno de 25%, nas regides tropicais nas quais

sdo mais abundantes.

As formigas pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera, e todas
estdo reunidas em uma unica familia: a Formicidae. Dentro da subfamilia
Myrmicinae a tribo Attini retine as formigas cultivadoras de fungo, e entre essas
sdo consideradas formigas cortadeiras as espécies do género Atta,
popularmente conhecidas como sauvas, e do género Acromyrmex, conhecidas
como guenquéns. Elas sdo conhecidas pelo dano que ocasionam a um grande

namero de espécies vegetais e pelo prejuizo econdmico causado a agricultura
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(DELLA LUCIA, 1993 e BERTI FILHO et alii, 1992). Estes insetos estdo
distribuidos desde o sul dos Estados Unidos até a regido central da Argentina,
ndo ocorrendo nas regifes transandinas da América do Sul e nem algumas
ilhas das Antilhas (FARJI-BRENNER & RUGGIERO, 1994). O Brasil é o pais
que possui 0 maior numero de espécies de sauvas na América do Sul, seguido

pela Argentina e Paraguai.

Formigas cortadeiras acarretam sérios prejuizos na agricultura e
silvicultura brasileira, com maiores danos as espécies de Eucalyptus e Pinus
(BOARETTO & FORTI, 1997). Quase todas as culturas sédo atacadas e
danificadas pelas formigas que cortam as folhas e brotos, podendo destruir
completamente as plantas. Estima-se que somente as espécies de Atta séo
responsaveis pelo corte de aproximadamente 15% das folhas produzidas nas
florestas tropicais da América e por isso sao considerados os herbivoros
dominantes na Regido Neotropical (CHERRET, 1986 apud HOLLDOBLER &
WILSON, 1990). Levantamentos comprovam que densidades acima de 30
formigueiros-ha™ de Atta laevigata podem reduzir a producéo de madeira-ha™
em mais de 50% em plantios de Pinus caribaea com menos de 10 anos de
idade (HERNANDEZ & JAFFE, 1995). Densidades acima de 80 sauveiros-ha™
podem causar uma reducdo de mais de 50% na producdo de madeira de
Eucalyptus spp. no corte de 84 meses (ZANETTI, 2002).

Segundo Mayhé-Nunes (1995), sdo 15 as espécies do género Atta, e 29
do género Acromyrmex. Algumas destas espécies sao consideradas
economicamente importantes (HERNANDEZ & JAFFE, 1995), por se tornarem
pragas em areas cultivadas. No Brasil, Boaretto e Forti (1997) consideraram
economicamente importantes cinco espécies de Atta (Atta bisphaerica, A.
capiguara, A. cephalotes, A. laevigata e A. sexdens) e nove espécies de
Acromyrmex (A. crassispinus, A. heyery, A. lundi, A. laticeps, A. lobicornis, A.

octospinosus, A. rugosus, A. striatus, A. subterraneus).

As formigas cortadeiras também apresentam aspectos positivos ao meio
ambiente. Elas podam a vegetacdo estimulando o crescimento de algumas

plantas, decompdem rapidamente o material vegetal e arejam o solo (HAINES,
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1978). Estudos recentes mostram que as sauvas podem favorecer o sequestro
de carbono no solo (SOUTO et alii, 2008).

Estes insetos sdo ditos eussociais, classificacdo atribuida pelos

seguintes fatores:

- Sobreposicdo de duas ou mais geracgfes de adultos dentro de um

mesmo grupo.

- Diviséo de tarefas, em que cada casta realiza sua funcao e apenas um

namero restrito de individuos é responséavel pela reproducao;

- Cuidado da prole e cooperagédo entre companheiras de ninho, sendo

seus individuos considerados altruistas.

A populacédo das formigas cortadeiras € dividida em castas permanentes
e temporarias. Nas operérias h4 um elevado grau de polimorfismo, onde as
castas tém tamanho e atividades diferenciados dentro da col6nia, Figura 1.2.
No género Acromyrmex o polimorfismo € menos acentuado se comparado com
0 género Atta (FOWLER et alii, 1986).

Rainha (sexuada)

Individuos permanentes Jardineiras (pequenas)

(apteros) L . _ . .
Operarias (estéreis) < Cortadeiras e carregadeiras (médias)

Soldados (grandes)

Fémeas (icas ou tanajuras)

Individuos temporarios
(alados)

Machos (bitus)

FONTE: DELLA LUCIA (1993).

Figura 1.2 - Esquema representativo das diferentes castas de formigas cortadeiras do género
Atta.

De forma geral, os individuos estéreis da casta permanente
desenvolvem as seguintes tarefas: operarias jardineiras sdo 0s menores

individuos da colbnia, e a estas cabe a tarefa de cultivar o fungo simbionte e
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prestar assisténcia a rainha. Os soldados sdo os maiores individuos no ninho,
excetuando a rainha, e sdo dedicados a defesa das col6nias. As cortadeiras
tém tamanho intermediario entre jardineiras e soldados e sua funcéo é o corte
e transporte do material vegetal para o ninho. Ja a rainha tem funcdo especifica
da postura de ovos (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Véarios estudos relatam a relacdo de simbiose existente entre as
formigas cortadeiras e seu fungo Leucoagaricus gongylophorus (SINGER,
1986, FISHER et alii 1994 e MULLER et alii, 2005). Os fragmentos vegetais
cortados e levados para os ninhos ndo sdo consumido diretamente pelas
formigas. Estes sdo constituidos por polimeros e servem como substrato para o
desenvolvimento da cultura de fungo (RODIONOVA & BEZBORODOV, 1997).
O fungo, por sua vez, produz enzimas digestivas e nutrientes que s&o
facilmente assimilados pelas formigas (ERTHAL et alii, 2007). O fungo € o
anico alimento das larvas e complementa a dieta das operarias e rainhas
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Esta relacdo perdura por cerca de 45-65
milhées de anos, e h& indicios que esta coevolugcdo gerou uma
interdependéncia entre formigas attines e o fungo simbionte, de modo que
ambos ndo sobrevivem isoladamente (CURRIE, 2001 e MUELLER et alii,
2005).

A maioria das attines utiliza material vegetal e animal em decomposi¢cao
como substrato para o desenvolvimento do fungo simbionte. Somente as
formigas cortadeiras dos géneros Acromyrmex e Atta usam folhas frescas para
o cultivo do fungo (WEBER, 1972). Motivo pelo qual se confere o status de

praga a estas formigas.

Empresas de reflorestamento tém empregado o controle quimico de
formigas cortadeiras de forma sistematica através de iscas toxicas granuladas.
Estima-se que no Brasil sdo usadas aproximadamente 12.000 toneladas-ano™
de iscas téxicas no combate de formigas cortadeiras (BOARETTO & FORTI,
1997). Na Tabela 1.2 sdo mostrados os principios ativos das principais iscas

disponiveis no mercado, bem como o0 modo de acéo destas.
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Tabela 1.2 - Iscas toxicas granuladas existentes no mercado: grupo quimico a que pertencem,

estrutura do principio ativo, marca comercial, e modo de acao sobre formigas cortadeiras.

Grupo quimico

Estrutura do principio ativo

Marca comercial

Acdo toxicoldgica

I
F—C—F

Fenilpirazol Inibidor reversivel
(Fipronil) cl cl Blitz do receptor GABA
HN. N (aqldo gama-
N aminobutirico)
I
F_?F_ Y \\}\I
F
0 Inibic&o da sintese
Benzoiluréia 0 . de quitina durante o
(Diflubenzuron) ’}“/< Formilin 400 estagio imaturo do
H '}l cl inseto
H
Pyrinex; Pik-isca;
cl \ Su P CHCH, Pikapau;
Fosforado cl /N d SO—CH,CHs AttafNoitsr;oP;I;]I.sca; Inibidor da AChE
(Clorpirifés) — Landrin; Urutu-Ag; (acetilcolinesterase)
Cl Tatu;
Formifés; Iskatoks
Mirex-S; Attamex-S;
Sulfonas 'l: '|: '|: '|: IF '|: 'l: '|: Q CH;—CHjs $|kapalé—$; Inibicdo de ATP na
Fluoraliféticas | F—¢—C—C—C—C—C—C—C—$—N B;‘r:gi?ra“g_ fosforilagéo
(Sulfluramida) F FFFFFFFO H Dinagro-S;’ oxidativa

Agripec; Fluramin.

FONTE: BOARETTO & FORTI, 1997

O controle quimico é feito principalmente com iscas a base de

sulfluramida. Estas estdo no grupo dos PFOS (perfluorooctane sulfonate). Em

2005 o governo sueco solicitou que os PFOS entrassem na convencao de

Estocolmo que define, em ultima instancia, a eliminacdo total das substancias

consideradas poluentes organicos persistentes. A convengao possui um comité

composto por especialistas. Eles analisam a substéncia para saber se pode ser

classificada como poluente organico e decidem se esta vai entrar nos Anexos

A, B ou C. No Anexo A estdo as substancias que devem ser eliminadas; no
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Anexo B, as substancias que estdo com restricdo; no Anexo C estdo as

substancias nocivas obtidas de maneira nao intencional.

A sulfluramida foi analisada pelo comité do ponto de vista fisico-quimico,
onde foi comprovado que esta era poluente organico. Outros paises foram
convidados a enviar informacdes sobre o perfil de risco da substancia e
concluiram que o risco existente exigia uma acdo global, e desta forma a
entrada dos PFOS na lista de produtos de uso proibido da convencédo de
Estocolmo, no anexo A. Na Convencédo de Estocolmo, realizada em maio de
2009, ficou definida a entrada do Mirex no anexo A, por ser considerado um
poluente organico persistente. Além disto, a Sulfluramida possui alternativa de
uso disponivel. Outros formicidas, como iscas a base de Diflubenzuron, Fipronil
e Clorpirifés, podem substitui-la (RIBEIRO, 2009).

Os aspectos econdmicos e ambientais tém levado as empresas a buscar
novas alternativas, além de aperfeicoar as técnicas de controle quimico
empregado (THOMAS, 1990). Uma delas poderia ser a utilizacdo de
feromoOnios que causem a desorganiza¢ao do sistema social, o que levaria a
coldnia a morte. Tal estudo ja foi realizado com o uso de feromdnio de alarme
das seguintes espécies de formigas cortadeiras: Acromyrmex landolti, Atta
capiguara, Atta sexdens rubropilosa (ZARBIN & RODRIGUES, 2009).

Outra possibilidade é o uso de compostos atrativos aplicados a iscas

que estimulem o carregamento para o ninho.

Estudos recentes tém empregado a incorporacao de substancias toxicas
derivadas de produtos naturais (BIAVATTI et alii, 2001; ACACIO-BIGI et alii,
2004; GODOY et alii, 2005; LEITE et alii, 2005 e AMBROZIN et alii, 2006).
Trabalho que foi iniciado com a observacdo de que o formigueiro alimentado
diariamente com folhas de Ricinus communis apresentava uma diminuicdo de
volume do jardim do fungo simbionte (HEBLING et alii, 1996). Estes tipos de
substancias podem ser considerados inseticidas naturais. Tém a vantagem de
apresentarem acao sobre os microrganismos que vivem em simbiose com as
formigas (VICTOR et alii, 2001).
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O controle biolégico também merece destaque. Este emprega o0s
inimigos naturais das formigas, como fungos entomopatogénicos no controle de
formigas cortadeiras (ALVES & SOZA, 1983; SILVA & DIEHL-FLEIG, 1988;
JACCOUD et alli, 1999 e HUGHES et alli, 2004). Estudos em laboratorio
demonstram a eficiéncia deste método. A porcentagem de mortalidade pode
ser superior a 80% como o0 uso de iscas a base de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em espécies de Acromyrmex (SILVA et alli, 1993 e
DIEHL-FLEIG et alli, 1992 e 1993) e podem chegar a 100% em Atta sexdens
rubropilosa (LIMA et alii, 1986). Contudo, as respostas observadas no campo
no campo nado sao animadoras. Os resultados ndo sdo satisfatorios devido a
dificuldade de aplicacdo e complexidade do comportamento social destes
insetos, 0 que reduz a eficiéncia dos entomopatégenos (MARINHO et alii,
2006). Formigas cortadeiras apresentam comportamentos higiénicos muito
eficazes, como o grooming (NORTH et alii, 1997). Além de secrecdes
glandulares que minimizam a acdo de patdégenos nas coldnias. As principais
glandulas envolvidas sdo a metapleural e mandibular (MENDONCA et alii,
2009). Alem disto, o liquido fecal contém enzimas que s&do depositadas no
material vegetal antes de ser inoculado no jardim de fungo (RODRIGUES et
alii, 2008). Estes mecanismos de defesa dificultam muito a acado de patdégenos

em ambiente natural.

GLANDULAS EXOCRINAS DE FORMIGAS CORTADEIRAS

As glandulas exodcrinas das formigas sao responsaveis pela producgéo de
um grande numero de substdncias que na maioria das vezes estdo
relacionadas com a comunicacdo (HOLLDOBLE & WILSON, 1990). Estas
substancias desempenham uma série de funcBes vitais para o0
desenvolvimento e manutencéo das colonias de insetos sociais. Os feromoénios
produzidos por estas glandulas estao distribuidos por todas as partes do corpo
dos insetos. A localizacdo destas esta diretamente ligada a funcdo que
desempenham (MEER et alii, 1998).
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Em trabalho recente, Billen (2009) relata que, no geral, ja foram
identificadas 75 glandulas em formigas. Estas variam em tamanho, formato e
distribuicdo entre as espécies. Em formigas cortadeiras as principais glandulas
sé&o mostradas na Figura 1.3.

Figura 1.3 — Representacdo esquematica de glandulas comuns em formigas cortadeiras. Na
cabeca estao as glandulas pés-faringeana (1) e mandibular (2); no térax as glandulas labial (3)
e metapleural (4); no abdémen as glandulas de veneno (5) e glandula de Dufour (6).

Neste trabalho o enfoque sera dado as glandulas de veneno e
metapleural, relacionadas a atividade de forrageamento e manutencao das

condicOes assépticas da colonia de formigas cortadeiras, respectivamente.

A Glandula Metapleural, também chamadas de glandulas metaesternais
ou metatoracicas, sdo estruturas complexas localizadas nos cantos
posterolaterais do térax. Cada estrutura consiste de um agrupamento de
vesiculas em que cada uma se comunica através de um ducto num saco
coletor. Este saco coletor é ligado diretamente a um reservatoério
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). A secrecdo desta glandula é formada
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principalmente por &cidos carboxilicos, mas também sédo encontrados fendis
como constituintes da secrecdo glandular em Crematogaster deformis
(ATTYGALE et alii, 1989). Sao atribuidas muitas funcbes as substancias
secretadas pela glandula metapleural, tais como: reconhecimento dos
individuos do ninho e feroménios de marcacéo de territério (JAFFE & PUSCHE,
1984). A esta glandula também s&o relacionadas as funcdes de protecéo
contra microorganismos (RODRIGUES et alii, 2008) e atividade antisséptica
(ORTIUS-LECHNER et alii, 2000).

A Glandula de Veneno é constituida por estruturas filamentosas que
convergem para uma unica glandula, que esta ligada a um reservatério de
paredes finas (saco de veneno). As Formicinae apresentam o aparato mais
evoluido. A funcao primaria desta glandula é a producao de acido férmico (em
Formicinae) e de veneno usado para predacdo nas demais formigas
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Nas formigas cortadeiras é nesta glandula
que o feromdnio de trilha é armazenado. Este € constituido por uma mistura
muito especifica de substancias que sdo utilizadas por estes insetos sociais
para orientar outros individuos pertencentes a mesma colonia na direcao da
fonte de alimento, de novos sitios de moradia, no retorno ao ninho, ou para
exploracdo de novas areas (ATTYGALLE & MORGAN, 1985). Como o
feromoénio de trilha é constituido de multiplos compostos, cada espécie produz
alguma substancia quimica, em proporgcdes bem definidas, em adicdo ao odor
basico da substancia de trilha que atraird somente os membros da sua propria
espécie (MORGAN, 2009).

FORRAGEAMENTO

Formigas cortadeiras apresentam um complexo sistema de
forrageamento. Este envolve busca de potenciais areas de alimentacdo e
recrutamento massal de individuos para explora-las. (JAFFE & HOWSE, 1979).
Parte do sucesso destes insetos deve-se ao forrageamento em grupo que €

favorecido pelo comportamento eussocial (YDENBERG & SCHMID-HEMPEL,
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1994). O modelo de forrageamento usado pelas formigas mostra-se tao eficaz
que tem sido aplicado na area de robdtica para cobertura de terrenos, por meio
da criacdo da técnica ant colony optimization (KOENIG, 2001). A metodologia
desta é baseada em inteligéncia de enxames (Swarm Intelligence). Que tem
como principio a tentativa de desenvolver qualquer algoritmo ou dispositivo que
se baseie na interacdo entre individuos de um mesmo local, como ocorre em

uma colonia de insetos sociais (MENDES, 2004).

O forrageamento em formigas cortadeiras é marcado pelo uso de trilhas
quimicas que conferem maior eficiéncia a esta atividade. O inicio da trilha
ocorre apds a operaria exploradora deixar o ninho para encontrar alimento. Na
volta esta marca o caminho com feromdnio de trilha. A forma como a operéria
atrai outros individuos para iniciar a exploracdo da fonte ainda ndo € bem
conhecida. ApOs esta comunicacdo outras operarias iniciardo a exploracdo da
fonte guiadas pelo feroménio depositado pela primeira operaria. Por ser
constituido de substancias volateis, este feroménio € constantemente refor¢cado
na trilha (MORGAN, 2009).

Moser e Silverstein (1967) inferiram que o feroménio de trilha de Atta
texana era composto por, no minimo, duas fracdes, uma muito volatil e outra
menos volatil. Cinco anos mais tarde Tumlinson et alii (1971) identificaram o
primeiro composto usado como feroménio de trilha. Este foi o 4-metilpirrol-2-
carboxilato de metila (1). A partir de entdo, varios trabalhos de elucidacéo
estrutural do feroménio de trilha foram apresentados (RILEY et alii, 1974;
ROBINSON & CHERRETT, 1978; CROSS et alii, 1979; CROSS et alii, 1982;
EVERSHED & MORGAN, 1983; ATTYGALLE & MORGAN, 1985;
NASCIMENTO et alii, 1994 e DE OLIVEIRA et alii,1990).

O tamanho do fragmento vegetal carregado pelas operarias pode estar
diretamente relacionado ao seu tamanho. Assim operarias maiores maximizam
a entrega com fragmentos maiores demonstrando maior eficiéncia energética
(BURD, 2000). No entanto, também observa-se que operarias carregam
fragmentos menores que o esperado. Uma vez que se considera a

maximizacdo da eficiéncia individual, estas operarias ndo estariam
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correspondendo ao desempenho esperado. Uma possivel explicacdo para este
fato foi apresentada por Burd e Howard (2005). Os pesquisadores mostraram
que o forrageamento nao termina com a entrega do material na entrada do
ninho. O custo energético com o corte do material dentro do ninho, para
posterior inoculacdo do fungo, deve ser considerado no balanco energético
total da eficiéncia do forrageamento. Fragmentos menores Sdo0 mais
rapidamente incorporados pelas minimas. A Figura 1.4 mostra uma trilha e

outras atividades envolvidas no forrageamento.

Figura 1.4 - Trilha da formiga cortadeira A. sexdens rubropilosa (a); operaria realizando corte (b);

operérias retornando ao olheiro com os fragmentos vegetais (c), jardim do fungo simbionte (d).

Juntamente com o pirrol (1) a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (2) forma o
feromonio de trilha da maior parte das espécies de formigas cortadeiras, sendo
a proporcao de cada um deles especifico de cada espécie (MORGAN, 2006).
Estas substancias sdo produzidas e estocadas na propria glandula de veneno
(TUMLINSON et alii,, 1971). As estruturas de tais compostos sao exibidas na

Figura 1.5.
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Pirrol (1) Pirazina (2)

Figura 1.5 - Compostos presentes no feromonio de trilha em formiga cortadeira dos géneros

Atta e Acromyrmex: 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) e 3-etil-2,5-dimetilpirazina (2).

ASSEPSIA NAS COLONIAS DE FORMIGAS CORTADEIRAS

A relacdo mutualistica entre formigas cortadeiras e o fungo simbionte
persiste por milhdes de anos (CURRIE et alii, 2006). As formigas impedem a
reproducdo sexuada do fungo que ndo forma corpos de frutificacdo, ja que
estes ndo sdo usados como alimento. A disseminacdo da espécie ocorre
guando as novas rainhas, fertilizadas, levam micélios deste para fundar uma
nova colénia (MUELLER et alii, 2005). Se por um lado o fungo n&o pode se
reproduzir sem as formigas, por outro elas néo teriam alimento suficiente para
suprir as necessidades da col6nia sem o fungo. Nos ninhos ndo € encontrado
apenas as formigas e o fungo simbionte. Na verdade ha um sistema complexo,
com varios microorganismos envolvidos, incluindo mutualistas (CURRIE et alii,
1999a) e parasitas (CURRIE et alii, 1999b), Figura 1.6.
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Fonte: CURRIE et alii, 2001.

Figura 1.6 - Simbiose existente entre formigas e seus jardins de fungo. Atualmente sdo
caracterizados cinco individuos nesta interagdo: 1) formigas cultivadoras de fungo da tribo
Attini; 2) fungo simbionte; 3) bactérias do género Pseudonocardia; 4) fungo entomopatogénico
Escovopsis; 5) leveduras negras.

Formigas cortadeiras cultivam somente uma variedade de fungo nas
colénias (MUELLER et alii, 2005). No entanto, esta monocultura tem a
desvantagem de deixa-las particularmente mais propensas ao ataque de
parasitas. Isto se torna ainda mais evidente quando analisamos outros fatores
que estdo relacionados a vida social. Dentre estes destacam-se o elevado
namero de individuos dentro dos ninhos, proximidade genética entre o0s
individuos, o espacgo limitado dos ninhos e o calor metabdlito que mantém uma
temperatura ideal para crescimento de muitos agentes patogénicos
(FERNANDEZ-MARIN et alii, 2006). A relacdo simbionte entre formiga/fungo é

frequentemente perturbada pelo parasita especializado Escovopsis sp. Esta
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espécie pode subsistir nos jardins cultivados pelas formigas reduzindo os
nutrientes disponiveis ao ponto de levar a colénia a morte (HAEDER et alii,
2009).

Em 1972 Weber observou que a cuticula de espécies de Acromyrmex
eram cobertas por um tipo de “cera”. Foi somente em 1999 que Currie et alii
descobriram que actinobacterias do género Pseudonocardia colonizavam a
cuticula da formiga Acromyrmex octospinosus. Esta bactéria filamentosa
produz antibiéticos principalmente contra o fungo do género Escovopsis
(CURRIE et alii, 1999a). A natureza quimica do composto responsavel pela
atividade antifangica sobre Escovopsis foi recentemente revelada (HAEDER et
alii, 2009). A candicidina D, Figura 1.7, apesar de ser altamente eficiente contra
Escovopsis, ndo afeta o crescimento do fungo simbionte. Mostrando que o
composto constitui uma importante forma de protecdo para o cultivar das

formigas.

FONTE: HAEDER et alii, 2009
Figura 1.7 — Estrutura do Candicina D.

Uma revisdo publicada em 2009 por Sen et alii coloca em duavida a
associacdo simbionte entre Pseudonocardia e formiga cortadeira. O estudo
mostra que os antibidticos produzidos pela bactéria ndo sdo especificos e o
uso indiscriminado destes poderia até ser prejudicial ao fungo cultivado. Os
autores sugerem que, o fato de alguns destes antibiéticos apresentarem
atividade contra Escovopsis seja algo meramente fortuito, decorrente da
verdadeira funcédo de bactérias Pseudonocardia que ainda seria desconhecida

nos ninhos de formigas cortadeiras.

O quinto elemento da relagdo simbionte na tribo Attini sdo leveduras
negras, pertencentes ao filo Ascomycota e ao género Phialophora (LITTLE &
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CURRIE, 2007). Alguns géneros sao frequentemente encontrados nos ninhos
de formigas cortadeiras (CARREIRO et alii,1997; MIDDELHOVEN et alii, 2003;
PAGNOCCA et alii, 2008 e LITTLE & CURRIE, 2008). O papel das leveduras
nos ninhos ainda ndo € muito claro. Elas podem estar atuando no processo de
digestivo gerando compostos, derivados do substrato vegetal, mais
assimilaveis por meio de processos enzimaticos (RODRIGUES et alii, 2009).
Para espécies de Atta esta associacdo seria altamente vantajosa ja que
bactérias do género Pseudonocardia sdo raramente encontradas nos ninhos
(CURRIE et alii, 1999b e MUELLER et alii, 2008). No entanto, a relacdo com
leveduras negras pode ter efeito negativo, pois estas crescem no mesmo local
da cuticula onde a bactéria do género Pseudonocardia esta associada. Desta
forma, as leveduras poderiam adquirir nutrientes da bactéria e reduzir a
habilidade desta de suprimir o parasita Escovopsis sp. (LITTLE & CURRIE 2007),
Figura 1.8.

FONTE: LITTLE & CURRIE, 2007.

Figura 1.8- Levedura negra associada as formigas cultivadoras de fungo. (a) col6nia de
levedura negra crescendo em Agar; (b) formiga e fungo de onde a levedura negra foi isolada,
Apterostigma pilosum; (c) levedura negra crescendo no térax da formiga.

A producéo e utilizacdo de antibidticos que atuam mantendo a assepsia
das coldénias de formigas cortadeiras pela interacdo com outros
microorganismos nao sao muito claras. A presenca de microorganismos como
de bactéria e leveduras é muito variavel, dependente de fatores tais como:
espécie, tipo de solo e localizagdo. Sendo assim é fundamental conhecer
mecanismos de defesa constantes. Formigas cortadeiras utilizam a defesa
quimica contra patégenos por meio de secrecao glandular (ATTYGALLE et alii,
1989; NASCIMENTO et alii, 1996 e HUGHES et alii, 2004). Esta defesa
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envolve a secrecdo de compostos com atividade antimicrobiana excretados
principalmente pela glandula metapleural, que é constituida por um par de
células secretoras localizadas na regido posterolateral do torax. Esta glandula
ocorre somente em formigas e apresenta uma estrutura morfolégica basica
para a maioria das espécies (HOLLDOBLER & ENGEL-SIEGEL, 1984).

A forma com que as formigas usam o0s antibidticos secretados pela
glandula metapleural ndo foi bem evidenciada. Alguns autores admitem que as
formigas ndo controlam a secrecao que é frequentemente liberada pelo orificio
de saida, revestindo a cuticula das formigas. Assim, se forma uma camada
protetora que é espalhada durante o grooming social. (NORTH et alii, 1997).
Outros acreditam que esta abertura seja estimulada frente a uma contaminacéo
(BOT et alii, 2002). Fernandez-Marin et alii (2006) descrevem um
comportamento especifico para o grooming da glandula metapleural. Segundo
0s autores, inicialmente a operaria passas as pernas dianteiras
especificamente acima do orificio de abertura da glandula e, em seguida, passa
as pernas dianteiras na glossa

Os primeiros trabalhos que estudaram os constituintes da glandula
metapleural de formigas cortadeiras foram publicados independentemente na
década de 70 por Maschwitz et alii (1970), e Schildknecht e Koob (1971). As
andlises quimicas das glandulas das espécies Atta sexdens e Atta sexdens
rubropilosa apresentaram os acidos fenilacético (3), f-hidroxiacidos, como o
3-hidroxidecanodico (4) e 3-indolacético (5) como principais constituintes. Em
1976, Schildknecht identificou outros dois compostos presentes na secre¢cao da
glandula metapleural de A. sexdens rubropilosa, que s&do os acidos
3-hidroxiexanadico, 3-hidroxioctanbico. Em 1994 Jaffé relacionou a secrecao da
glandula metapleural Acromyrmex landolti e Atta leavigata, composta

principalmente pelo acido palmitico (6), a atividade antimicrobiana.

Nascimento et alii, (1996) identificou os acidos fenilacético (3),
3-hidroxidodecandico (4) e indol acético (5) na glandula de Atta cephalotes e
os acidos 3-hidroxidecanoico (4) e indol acético (5) em Acromyrmex

octospinosus. Neste mesmo trabalho, os autores confirmam a atividade
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antibacteriana e antifingica dos principais constituintes da glandula metapleural

destas espécies.

Recentemente, Ortius-Lechner et alii (2000) identificaram mais 20
compostos presentes na secrecdo da glandula metapleural de Acromyrmex
octospinosus. A maioria das substancias sdo acidos de cadeia curta como 0s
acidos acético, hexanodico, heptandico; de cadeia longa como &cido
tetradecandico, pentadecanoico e palmitico (6); e também cetoacidos como
acido 4-oxooctanoico (7) e 4-oxodecandico. Os autores testaram os acidos
fenilacético, indol acético, hexandico e octandico contra 0s agentes
patogénicos humanos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida

albicans. A maior parte dos compostos apresentou atividade antimicrobiana.

A estrutura quimica de alguns compostos ja identificadas na glandula

metapleural de formigas cortadeiras € mostrada na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3 - Estrutura quimica de compostos identificados na glandula metapleural de formigas cortadeiras que estdo relacionados a defesa

gquimica contra patégenos.

Substancia secretada

Estrutura

Espécie

Referéncia

Acido fenilacético

(6]
T

Atta sexdens
Atta sexdens rubropilosa
Atta cephalotes

Maschwitz, (1970)
Schildknecht & Koob, (1970)
Nascimento et alii (1996)

Acido 3-hidroxidecanoico

\/\/\/\(\(O

Atta sexdens
Atta sexdens rubropilosa
Acromyrmex octospinosus

Maschwitz, (1970)
Schildknecht (1976)
Nascimento et alii (1996)

OH OH
Atta cephalotes Nascimento et alii (1996)
o Atta sexdens Maschwitz, (1970)
Atta sexdens rubropilosa Schildknecht & Koob, (1970)
Acido indol acético N OH Acromyrmex octospinosus | Nascimento et alii (1996)
|
N
o) Acromyrmex landolti Jaffé et alii (1994)
Acido palmitico H3C-ECH2:-|TSCH24< Atta leavigata Jaffé et alii (1994)
OH Acromyrmex octospinosus | Ortius-Lechner et alii (2000)
o Acromyrmex octospinosus | Ortius-Lechner et alii (2000)
Acido 4-oxooctanéico WOH
O
o Acromyrmex octospinosus | Ortius-Lechner et alii (2000)

Acido acético

A
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O tamanho da glandula metapleural € uma importante caracteristica
funcional desta glandula. Em um trabalho publicado por Angusm et alii em 1993 a
hipotese levantada para explicar esta diferenca de tamanho é que operarias
maiores tém uma superficie cuticular maior. Desta forma necessitariam de maior
proporcao individual de secrecdo antibidtica, logo estas operarias possuem
glandulas maiores. No entanto, em espécies de Atta e Acromyrmex operarias
menores apresentam maior reservatério da glandula metapleural se comparadas as
maiores (BOT et alii, 2001, 2002 e DE SOUZA et alii, 2006). Sugerindo que a maior
proporcdo de substancias com atividade antimicrobiana nas operarias minimas é
necessaria, pois estas sao responsaveis pelo cultivo do fungo simbionte e cuidado

com a prole.

Trabalhos recentes mostram que as operarias minimas sao mais resistentes
a contaminacdo com os fungos Metarhizium anisopliae (HUGHES et alii, 2002) e
Aspergillus nomius (POLSEN et alii, 2006). No caso de A. nomius tal fato s6 &
observado se as operarias forem tratadas com uma dose de indculo
correspondente ao tamanho. JA M. anisopliae as minimas apresentam maior

resisténcia mesmo tratadas com doses iguais as aplicadas em maiores operarias.

Além da defesa quimica as formigas também apresentam defesas
comportamentais como o grooming. Comportamento especializado na prevencgao
da proliferacdo de micrébios potencialmente prejudiciais aos jardins de fungo
(CURRIE & STUART, 2001). No comportamento de grooming detritos prejudiciais,
incluindo esporos de patégenos como Escovopsis sp., sdo filtrados por uma
cavidade oral das formigas, a bolsa infrabucal. Todo material proveniente da

limpeza das proprias formigas, areas do ninho e jardim de fungo é acumulada

nesta cavidade, comprimido e expelido na camara de lixo (LITTLE et alii, 2006).
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TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE
SEMIOQUIMICOS

Atualmente ha um grande numero de técnicas e métodos que podem ser
empregados na extracao e identificacdo de semioquimicos (JONES & OLDHAM,
1999). A metodologia mais apropriada depende do tipo de material em estudo e
disponibilidade de equipamentos adequados (FERREIRA et alii, 2001). A
identificacdo dos volateis extraidos € feita, principalmente, com o uso da
cromatografia gasosa aliada a espectroscopia de massas (CG-EM). Por este
método € possivel separar uma mistura multicomponente proveniente de um
extrato natural. A separacdo esta relacionada com as caracteristicas fisico-
guimicas de cada substancia. Os fragmentos gerados na CG-EM fornecem
informacdes caracteristicas da substancia que sdo muito Uteis na identificacdo da
maioria dos volateis (ZARBIM et alii, 1999 e FERREIRA et alii, 2001). A principal
limitacdo da CG-EM é o fato de ser aplicada apenas a moléculas relativamente

volateis e termicamente estaveis (COLLINS, 1997).

Dentro deste contexto, no presente trabalho, além da técnica analitica CG-
EM os extratos glandulares também foram submetidos a espectroscopia de massas
com ionizacdo por electrospray. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada na
determinacdo do peso molecular, assim como, na elucidacdo estrutural de
substancias polares e pouco volateis em fase liquida (CROTTI, 2006),
caracteristica principal da maioria dos compostos envolvidos em processos

bioguimicos.

De forma geral um espectrémetro de massas € um instrumento que contem
basicamente um injetor de amostra, uma fonte de ions, um separador ou filtro de
massa/carga (m/z) e um detector. Como o tipo de amostra analisada é muito
variavel, as estratégias de separacdo sao diversas, sendo que o tipo de ionizacdo
da amostra € o0 que possui 0 maior numero delas. Existem varios tipos de
geradores de ions aplicados a espectrometria de massas, entre eles: lonizagédo por

Elétrons (El), lonizacdo Quimica (Cl), Bombardeamento rapido de atomos (FAB),
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lonizacdo por Dessorcdo a Laser Assistida pela Matriz (MALDI),
Dessorcao/lonizacdo sobre Silicone (DIOS), lonizacdo Quimica a Presséo
Atmosférica (APCI) e lonizacdo por Electrospray (ESI) (CROTTI, 2006). A
ionizacao por electrospray na espectrometria de massas (ESI-MS) € especialmente
atil na producéo de ions a partir de macromoléculas, pois a propenséo destas se
fragmentarem quando ionizadas € menor (SIUZDAK, 2005). Pelo desenvolvimento
da ionizacdo electrospray na andlise de macromoléculas biolégicas, que tem
contribuido para o melhor entendimento dos processos vitais, 0 norte-americano
John Bennett Fenn compartilhou o prémio Nobel de Quimica em 2002 com o
japonés Koichi Tanaka e o suico Kurt Wuethrich. Sendo que Withrich recebeu a
metade do prémio, pois adaptou a biologia molecular, a ressonancia magnética
nuclear (RMN) que permite conhecer com maior precisdo a mobilidade das

moléculas e a sua respectiva visualizacao tridimensional (COOPER, 2005).

A ionizacdo por eletrospray € uma técnica que vem se disseminando em
diversas areas da ciéncia. Esta expandiu o universo de moléculas que podem ser
analisadas por espectrometria de massas, incluindo moléculas de alta polaridade,
alta complexidade molecular e alta massa. A técnica de ESI € conhecida pela
eficiéncia em transferir ions da fase condensada para a fase gasosa. A
particularidade desta técnica é a andlise de moléculas polares com massa
<2000Da sem a necessidade da realizacdo de uma prévia derivatizagdo, o que
ocorre na maioria das outras técnicas analiticas para a analise de compostos nao-
volateis, como cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas
(VESSECCHI et al, 2007).

A técnica de ionizacao por electrospray tem como principio, transferir ions
pré-existentes em uma solucdo para a fase gasosa, de uma maneira branda e
suave. Esta envolve a formacgédo de um spray eletrolitico de uma solucéo, que gera
pequenas gotas carregadas e destas sdo liberados os ions (MORAES e LAGO,
2002).

E necesséria uma fonte de alta tens&o (1,0 a 7,0 KV) que esteja em contato
com a solucdo contendo eletrélitos. Esta solugcdo € bombeada através de um

microcapilar (d.i. de 50 a 100xm) com uma velocidade de fluxo da ordem de 1 a 20
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uL.mim™ ou menores. Quando um potencial positivo é aplicado na solucéo, os ions
positivos tendem a se afastar para uma regido menos positiva, isto €, em direcédo
ao contra-eletrodo. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estara
enriquecida em ions positivos. Conforme a densidade de carga aumenta na gota, 0
campo elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo aumenta provocando
uma deformacéo na gota que esta presa na ponta do capilar. A gota ganha forma
de um cone, o qual é denominado cone de Taylor. Esta gota na forma de cone
permanece “presa” ao capilar até o momento em que a densidade de carga na
superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os ions vencam a tenséo
superficial, ocorrendo a liberacéo de pequenas gotas com alta densidade de carga.
A frequiéncia deste processo depende da magnitude do campo elétrico, da tensao
superficial do solvente e da condutividade da solugdo (MORAES e LAGO, 2002).

Posteriormente a gota sofrerd dessolvatagdo e a massa do solvente é
reduzida por evaporacdo, com o0 auxilio de um gas inerte secante. Os ions
formados serdo conduzidos ao analisador de massas. Existem diversos
dispositivos para a separagdo de ions com diferentes valores de massa-carga. O
analisador deve permitir a passagem de um numero de ions suficiente para

fornecer uma corrente de ions facilmente mensuravel.

Neste trabalho sera considerado apenas o analisador de massa do tipo
tempo-de-véo (TOF). Este tem como principio basico de operacdo a medida do
tempo que um ion leva para viajar da fonte de ions até o detector. Na aceleracao
0s ions recebem 0 mesmo acréscimo de energia cinética. Pela diferenca na relagcéo
m/z que cada ion possui ocorre a separacao, pois esta € dependente da velocidade
atravessam a regido livre de campo a fonte de ions e o detector (WATSON &
SPARKMAN, 2007).
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CAPITULO 2

ATIVIDADE HERBICIDA DOS CONSTITUINTES DO FEROMONIO DE TRILHA
DE Atta sexdens rubropilosa (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)
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INTRODUCAO

A atividade forrageira das formigas cortadeiras € caracterizada pela
presenca de grandes trilhas que ligam o ninho a fonte de substrato alimentar. Estas
podem ter até 300m de extensao (LEWIS et alii, 1974 e HOWARD, 2001), e tem
como caracteristica o fato de permanecerem livres de vegetacdo ou qualquer
empecilho que dificulte o forrageamento. Desta forma a eficiéncia no transporte de
fragmentos vegetais para o ninho € beneficiada (KOST et alii, 2005).

Formigas cortadeiras usam o feromoénio de trilha para marcar quimicamente
o caminho, que sera seguido por outros individuos da colbnia, até a fonte de
alimento. Segundo Jaffé e Howse (1979), apenas uma operaria pode ser
responsavel pelo recrutamento de um grande numero de operarias para 0
forrageamento. Estes autores relacionaram as principais caracteristicas para o
recrutamento em massa de formigas cortadeiras dos géneros de Atta e
Acromyrmex. Estes constataram que o recrutamento é induzido e regulado
unicamente por sinais quimicos, que é o feromdnio de trilha estocado na glandula
de veneno (GV). A concentracdo do feromoénio na trilha tem influéncia direta sobre
0 numero de operarias que darao inicio a atividade de forrageamento. O feroménio
de trilha orienta as formigas até a fonte de alimento assim como no retorno para o
ninho. Por ser constituido de uma mistura de compostos volateis, ha necessidade

de ser constantemente refor¢cado sobre a trilha.

O primeiro feromonio de trilha identificado foi o 4-metilpirrol-2-carboxilato de
metila (pirrol 1) em Atta texana (TUMLINSON et alii, 1971). Entre as décadas de 70
e 80 vérias outras attines tiveram os constituintes feromonais identificados, Atta
cephalotes (RILEY et alii, 1974); Acromyrmex octospinosus (ROBINSON &
CHERRETT, 1978 e EVERSHED & MORGAN, 1983); Atta sexdens rubropilosa
(CROSS et alii, 1979); Acromyrmex octospinosus (CROSS et alii, 1982) e Atta
sexdens sexdens (EVERSHED & MORGAN, 1983).

O pirrol (1) juntamente com a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (pirazina 2), sdo os
principais compostos que formam o feromdnio de trilha de grande parte das

espécies de formigas cortadeiras. A proporcdo destes varia de acordo com as
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espécies, desta forma cada colénia pode ter um feroménio de trilha especifico
(MORGAN. 2009).

A Unica analise quantitativa da glandula de veneno de Atta sexdens
rubropilosa foi feita por Evershed e Morgan em 1983. Os autores procederam a
extracdo das glandulas em solvente e estimaram que cada operaria com capsula
cefélica entre 3,0 — 3,5 mm continha cerca de 5,0 ng dos principais constituintes,
pirrol (1) e pirazina (2). Além destes h& outros compostos em concentracdes mais
baixas, como o etanal e outros compostos oxigenados. Neste mesmo trabalho os
autores analisaram os constituintes da GV para outras trés espécies de formigas
cortadeiras: Atta cephalotes, Acromyrmex octospinosus, Atta sexdens sexdens.
Recentemente Morgan et alii (2006), realizaram um estudo sobre a composi¢ao do
feroménio de trilha em diferentes castas de uma sub-espécie de Atta sexdens, a A.
sexdens sexdens. Mostrando que a proporgcédo da pirazina (2) esta positivamente
relacionada com o tamanho do individuo, e pode chegar a 35 ng. Sendo que ainda
estdo presentes outros compostos em menor propor¢ao. No trabalho desenvolvido
por Evershed e Morgan em 1983 foi estimado cerca de 4,3 ng da pirazina (2), para
A. sexdens sexdens. A diferenca entre os dois trabalhos estd na técnica de
extracdo utilizada. Enquanto que em 1983 a extracdo das glandulas foi feita em
solvente organico, em 2006 as glandulas foram postas em capilares e analisadas
diretamente no cromatégrafo gasoso (MORGAN, 1990). Assim foi possivel evitar
diluicbes e até a contaminacdo proveniente do uso do solvente, obtendo-se
analises quantitativas com maior sensibilidade. A trilha de forrageamento
permanece livre de vegetacdo por longos periodos, e 0s custos de constante
manutencdo das trilhas s&o altos para a colonia (HOWARD, 2001). Logo,
imaginando uma estratégia evolutiva baseada na reducdo do custo energético, é
plausivel pensar que o feroménio de trilha ou algum constituinte da glandula de
veneno tivesse acdo herbicida. Neste feromOnio estdo presentes principalmente
compostos nitrogenados heterociclicos, e é sabido que alguns destes compostos

tém grandes aplicacdes como herbicidas comerciais (HIGASHIO & SHOJI, 2005).

A hipotese levantada € corroborada pela semelhanca estrutural dos
constituintes do feromonio de trilha a compostos relacionados com atividade

herbicida. Em 2002, Schweitzer et alii apontaram alguns compostos heterociclicos
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pirrélicos como inibidores da enzima imidazol-glicerol-fosfato-desidratase (IGPD),
gue é essencial no caminho biossintético da histidina, um aminoacido de grande
importancia no desenvolvimento de plantas. Como pode ser observado na Figura
2.1, os inibidores da enzima IGPD apresentam semelhanca estrutural com o pirrol
(1). A busca de compostos que atuem especificamente na inibicdo de aminoacidos
vem sendo o alvo de muitas pesquisas, em funcdo do interesse de companhias
agroquimicas. Esta classe de compostos tem acdo especifica sendo menos
agressiva ao ambiente (DANCER et alii, 1996 e AMARO et alii, 2005).

o H o O H o
Et. N N
Oy H H J H
Me Me Me
O
O H O N
Et< N
O/ H \ / “oMe
Me Me Me
o H .
O H O Et. N. Me Pirrol (1)
Et. LN O\
O \ H
Me 0]
Me 0] O\
O
\Et Me
Compostos pirrdlicos inibidores da IGPD

Figura 2.1 — Estrutura dos compostos pirrélicos inibidores da imidazol-glicerol-fosfato-desidratase
(IGPD) e do composto presente no feromdnio de trilha de formigas cortadeiras.

Também h& relatos na literatura de compostos com atividade herbicida
estruturalmente semelhantes a 3-etil-2,5-dimetilpirazina. Estes trabalhos abordam
inibidores fotossintéticos e sdo desenvolvidos principalmente pelo grupo do quimico
Martin Dolezal. A estrutura basica dos compostos derivados de pirazinas
trissubstituidas nas posicoes 2, 3 e 5, testados pelo grupos de Dolezal € mostrada
na Figura 2.2. Na maioria dos bioensaios a inibicdo fotossintética dos diferentes
compostos foi avaliada sobre o espinafre. Os compostos sao produtos das reacoes
com alteracbes nos radicais (Ri, R2 € R3), (DOLEZAL et alii, 1996; 1999; 2000;

2006; 2007; 2008 e 2009) .
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Estrutura béasica dos inibidores fotossintético Pirazina (2) Isbmero da pirazina (2)

Figura 2.2 - Estrutura béasica do inibidor fotossintético derivado de pirazina e estruturas das

pirazinas presentes no feromonio de trilha.

O uso de um herbicida natural usado por formigas foi descrito por
Frederickson et alii em 2006. Neste estudo, 0s pesquisadores evidenciaram um
aspecto muito interessante da relagcdo mutualistica entre a formiga Myrmelachista
schumanni (Formicinae) e plantas da espécie Duroia hirsuta (Rubiaceae). A formiga
M. schumanni é arboricola e faz seus ninhos nos troncos D. hirsuta. A fim de
preservar o nicho onde vivem, as formigas impedem o crescimento de qualquer
outra vegetacao nas mediacdes de seus ninhos. Desta forma elas mantém jardins
de uma Unica espécie de éarvore em varias regides na diversificada flora
Amazonica. A inibicdo do crescimento da vegetacdo invasora € feita pelo ataque
das operarias de M. schumanni. Estas injetam acido férmico, principal composto
identificado na glandula de veneno, ocasionando a necrose e morte de qualquer

planta diferente de D. hirsuta, Figura 2.3.

Este fenbmeno € denominado pelas comunidades nativas locais como
“Jardins do demoénio” (Devil’'s gardens). Segundo a lenda local estas areas, no meio
da floresta, onde somente uma espécie de arvore estava presente era cultivada por

espiritos malignos.
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FONTE: FREDERICKSON et alii, 2006

Figura 2.3 - Devil's gardens estabelecidos por Myrmelachista schumanni pela inibicdo do
crescimento de qualquer planta diferente de Duroia Hirsuta, na qual fazem ninhos. (a) Um exemplo
de Devil's garden, onde é possivel observar a monocultura de arvores de Duroia Hirsuta que
apresentam menor porte, em contrastes com a diversificada floresta tropical ao fundo; (b) Operaria
de Myrmelachista schumanni atacando uma planta invasora, primeiramente a formiga faz um
pequeno corte no tecido vegetal, e entdo insere a ponta do abdémen no corte para injetar o0 acido
férmico; (c) Com a acédo do herbicida as folhas desenvolvem necroses que ocasionam a morte da
planta.

Neste contexto, foi averiguada a possibilidade de algum composto presente
no feromonio de trilha possuir uma dupla fungéo, atuando também como herbicida.
Os constituintes feromonais sédo altamente volateis, o que facilita o seguimento de
trilha ja que as formigas se guiam pela nuvem de odor formada pela difusdo do
feromonio no ar (MORGAN, 2009). Tal fato ainda sugere a presenca de compostos
menos volateis na glandula de veneno, que poderiam possuir acao herbicida. Estes
compostos poderiam ser proveniente do metabolismo das formigas como a
oxidagdo de constituintes feromonais. Estes compostos seriam depositados
juntamente com o feromonio de trilha, mas com a funcao de inibir o crescimento de

vegetacdo ndo desejada nesta. A dificuldade encontrada na identificacdo destas
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substancias até o momento é justificada pelo fato de ndo serem volateis nas
condi¢cBes usadas normalmente para andlise. Uma vez que os métodos tradicionais
de analise deste tipo de metabdlitos utilizam a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), a volatilidade é primordial na caracterizacdo
por esta técnica analitica. Para a analise de acidos por CG-EM € necessario antes
realizar uma reacdo de derivatizacdo, desta forma o acido é convertido no derivado
éster volatil (JONES & OLDHAM, 1999).

Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito herbicida do extrato da
glandula de veneno (EGV) de Atta sexdens rubropilosa sobre sementes pre-
germinadas de alface, Lactuca sativa. Como 0 principal composto presente no
ferombnio de trilha de Atta sexdens rubropilosa é a 3-etil-2,5-dimetilpirazina
(CROSS et alii, 1979), no bioensaio de inibicdo testou-se também o acido pirazino-
2-carboxilico (acido 8), um derivado menos volatii da pirazina presente no

feromonio, Figura 2.4.
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Figura 2.4 — Estrutura do acido pirazino-2-carboxilico (8).
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MATERIAL E METODOS

- Formigas

O bioensaio foi conduzido com formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa
de ninho do campo. O ninho estava localizado no Clube de Regatas Saldanha da
Gama, Avenida Alberto Lamego, n°170, bairro Horto, Campos os Goytacazes — RJ
(21,7636° S e 41,2826° W). A coleta das operérias foi realizada entres os meses de
janeiro e marco de 2009. Para a extracdo das glandulas foram selecionadas
formigas que estavam na trilha de forrageamento e carregavam fragmentos

vegetais.

- Obtencéo dos extratos

Extratos de glandula de veneno foram elaborados a partir de operarias
meédias com capsulas cefalicas de 3,6 mm a 4,3 mm de largura. Tendo como base
os trabalhos publicados por Evershed e Morgan (1983) e Morgan et alii (2006),
foram elaborados quatro extratos, com o numero de glandulas e concentragfes
estimadas mostradas na Tabela 2.1. As glandulas extraidas, para os quatro
extratos, foram depositadas em100uL de metanol.

Tabela 2.1 — Numero de glandulas de veneno e as respectivas concentracdes estimadas

para cada extrato preparado.

Extrato Numero de glandulas Concentracéo estimada
1 2000 glandulas 0,1 mg/mL
2 200 glandulas 0,01 mg/mL
3 20 glandulas 0,001 mg/mL
4 2 glandulas 0,0001 mg/mL
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- Montagem do bioensaio

O bioensaio para a avaliacdo da atividade herbicida do feromonio de trilha,
constituiu da aplicacédo dos tratamentos sobre sementes pré-germinadas de alface,
como esquematizado na Figura 2.5. No bioensaio adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e quatro parcelas, que

foram as diferentes concentracdes dos tratamentos.

O ensaio foi realizado em placas Petri de 15 cm de diametro forradas com
duas folhas de papel filtro. Inicialmente cada placa contendo papel filtro foi
umedecida com 4mL de agua destilada e nela foram dispostas 80 sementes. O
procedimento foi 0 mesmo para as quinze placas, totalizando 1200 semente. As
sementes foram pré-germinadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16/8h C/E
por 72 h. ApGs este periodo os tratamentos foram preparados. Cada tratamento
constituiu de uma placa com duas folhas de papel filtro umedecido com 3mL de
solucdo veiculo e 35 sementes pré-germinadas. As sementes foram separadas
com base no comprimento radicular. Os quatro tratamentos: Pirazina (1), o Alaclor
(9), e o Acido (8) foram aplicados nas concentracées de 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001
mg-mL™. O extrato da glandula de veneno foi aplicado contendo 2000; 200; 20 e 2
glandulas, considerando as mesmas concentracdes dos compostos adquiridos
comercialmente. O controle foi preparado com agua, Tween® a 0,05% e 100.L de
metanol. Em cada placa de Petri foi aplicado 1mL contendo os tratamentos

descritos anteriormente.

As placas contendo os tratamentos foram submetidas a BOD ap0s serem
envolvidas por filme de PVC para evitar a evaporacdo dos extratos. Ao fim das
120h o material vegetal foi levado a estufa com temperatura de 40°C por 96h para

a determinacdo da massa seca.
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Tratamento

Concentracdes dos tratamentos
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Figura 2.5 — Esquema representativo delineamento experimental montado no sistema inteiramente

casualizado do biensaio de atividade herbicida do extrato da glandula de veneno de Atta sexdens

rubropilosa. Sdo mostrados os constituintes dos tratamentos e a concentracdo em que foram

aplicados.
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- Andlise quimica dos extratos

Os constituintes do extrato foram analisados usando a técnica de
cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (CG-EM), e pela

espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

As andlises de CG-EM do extrato foram feitas em um cromatégrafo gasoso
acoplado a um espectrémetro de massas AGILENT 6890N. Coluna DB-5 (30 m X
0,25 mm). O programa de temperatura foi o seguinte: injetor = 200 'C; detector =
260 'C; temperatura inicial da analise = 50 °‘C (por 1 min); temperatura final da
anélise = 260 'C (por 7 min) e taxa de aquecimento = 5 ‘C:min™ (tempo total de

aguecimento = 42 min.

Nas analises por UPLC-ESI-MS/MS (Cromatografia Liquida de Ultra
Performance- lonizacdo por Electrospray- Espectrometria de Massas Sequencial
no Espaco), foi utilizado um cromatografo Waters nanoAcquity UPLC, acoplado
diretamente a fonte de ESI do espectrobmetro Waters Synapt HDMS. O
cromatografo foi equipado com uma coluna Waters Atlantis dCg (300 um diametro
interno x 150 mm comprimento, particulas de 3 um), mantida a 35°C durante as
corridas. As amostras foram diluidas em H,O e injetadas (1 a 5 pL), sendo eluidas
com gradientes lineares de 95:5 H,O/MeCN contendo 0,1% &cido formico a 5:95%

H,O/MeCN contendo 0,1% &cido férmico, a um fluxo de 16 pL min™.

Dentre condicdes fixas do espectrometro de massas estdo voltagem do
capilar 3,0 kV e voltagem do cone 20 V. Durante cada corrida, espectros de MS e
MS/MS foram adquiridos a uma taxa de 1 espectro s™ no modo DDA. Nesse modo,
o instrumento adquire espectros de MS constantemente durante a corrida. Quando
um determinado espectro de MS contém sinais de compostos de interesse para
experimentos de MS/MS, o instrumento ajusta o quadrupolo para selecionar ions
daquela razdo m/z e os fragmenta, adquirindo espectros de MS/MS, e retorna a
funcdo MS em seguida. As andlises foram feitas nos modos negativo, ESI(-)MS, e
positivo, ESI(+)MS. Para ESI(-)MS foram adicionados 1L de acido formico. E para
ESI(-)MS adicionaram-se 1ulL de hidroxido de aménio. Os espectros de massa

foram adquiridos na faixa de massa/carga (m/z) de 40 até 700.
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- Anélise estatistica

Os dados obtidos para massa seca (mg/ 7 plantulas) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) para comparacdo de médias pelo teste de Tukey ao
nivel de 1% de probabilidade de erro. O comprimento radicular foi medido e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste y°. As andlises estatisticas

foram realizadas com o programa Origin Lab 8.0°.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente bioensaio o efeito herbicida do extrato da glandula de veneno

foi avaliado sobre sementes pré-germinadas de alface, Lactuca sativa. Por

apresentar alta sensibilidade, alface € uma espécie bioindicadora utilizada em
varios estudos (COUTINHO & HASHIMOTO, 1971; HEISEY, 1996; ALVES et alii,

1999 e ABDELGALEIL & HASHINAGA , 2007).

A Tabela 2.2 resume a média das massas seca e respectivos valores de

desvio padréo (SD), para os tratamentos aplicados nas concentracdes descritas.

Tabela 2.2 - Médias de massa seca das plantulas de alface tratadas com diferentes compostos nas
concentracdes de 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001 mg-mL™" e os respectivos valores de desvio padréo

(SD).
Concentragdes
Tratamentos 0,0001 0,001 0,01 0,1
o | = | e | o | e | e | | s

Solugéo 0,0235a | 0,0011 | 0,0235a |0,0011| 0,0235a | 0,0011 | 0,0235a | 0,0011
Extrato 0,0223a | 0,0015 | 0,0220a | 0,0015 | 0,0176ab | 7,08e-4 | 0,0102¢c | 9,050-4
Acido (8) 0,0232a | 0,0012 | 0,0230a | 4,8¢e-4 | 0,0170b | 6,06e-4 | 0,0100c | 8,05e-4
Pirazina(2) | 0,0238a | 9,37e-4 | 0,0243a | 0,0011 | 0,0204a | 4,46e-4 | 0,0174b | 4,46e-4
Alaclor (9) | 0,0238a | 7,04e-4 | 0,0230a | 4,0e-4 | 0,0174ab | 847e-4 | 0,011lc | 0,0026

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si segundo o teste de Tukey ( p < 0,01)

Na tabela 2.3 estdo as médias do comprimento radicular das plantulas ap6s

serem postas na BOD (0Oh) e quando o experimento foi encerrado (120h), assim

como os respectivos valores de desvio padréo.
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Tabela 2.3 - Médias do comprimento radicular das plantulas de alface tratadas com diferentes

compostos nas concentragfes de 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001 mg-mL™, no inicio e no fim (120h) do

bioensaio (0h), assim como os respectivos valores de desvio padréao (SD).

Concentragdes 0,0001 0,001 0,01 0,1
Tempo de medi¢do do comprimento radicular
Tratamentos Oh (cm) | 120h(cm) | Oh (cm) | 120h(cm) Oh (cm) 120h(cm) Oh (cm) 120h(cm)
Solugéo 26 1045144041126 |045)144|037]| 26 |045]| 44 |037] 26 |045]| 44 | 0,37
Extrato 24|1039]|40(|037]24/036]40|032] 25 |033]39*|032]| 25 |043]|27*|043
Acido (8) 25|043|42|041]124/041]41|038] 25 |036]|39*|030]| 25 |0,39]|27]| 0,40
Pirazina (2) 251042142 (032]25|040)43|043]|24*|0,38]3,8|040|23|033]28*|0,34
Alaclor (9) 261046144 (045]125|046 )42 |043]| 26 |045]|3,6*|047| 2,6 | 0,43 2,9* | 0,43
* Médias diferentes do controle segundo o teste de * (p < 0,01)
A resposta mais significativa foi observada para os tratamentos na

concentracdo de 0,1 mg-mL™, Figura 2.6.

Média de massa seca (mg)

0,025+

0,020 +

0,015+

0,010 4

0,005 +

Veiculo

Ex. glandular

Acido(3)

Tratamentos

Pirazina (2)

Alaclor

Figura 2.6 - Massa seca de plantulas de alface, Lactuca sativa, apés serem acometidos a BOD por

120h. O resultado refere-se a aplicacdo dos tratamentos na concentracdo de 0,1 mg-mL™. Letras

distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).
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O extrato de glandula de veneno mostrou atividade estatisticamente comparavel ao
herbicida comercial Alaclor (9) e ao acido (8). Assim como, atividade herbicida
superior a pirazina (2), principal constituinte do feroménio de trilha de Atta sexdens
rubropilosa. A reducdo da massa seca para 0 tratamento com EGV na
concentracdo 0,1 mg-mL™? foi acompanhado pela diminuicdo o comprimento
radicular das plantulas. Fato que pode ser observado na tabela 1.3 e na figura 2.7,

onde sdo exibidas as fotos das placas de Petri referentes aos tratamentos

aplicadas na concentracdo de 0,1mg-mL™.

Figura 2.7 - Plantulas de Lactuca sativa referente & aplicagdo dos tratamentos na concentracdo de

0,1mg/ml apés 120h do inicio do bioensaio.
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Alguns dos inibidores fotossintéticos que apresentam semelhanca estrutural
com a pirazina (2) presente na glandula de veneno agem na transferéncia de
elétrons nos cloroplastos de espinafre. As plantulas tratadas com extrato da
glandula de veneno apresentavam coloracdo e aspectos diferentes dos demais
tratamentos. Estas estavam mais amareladas e com as folhas murchas. Tais fatos
podem estar relacionada a inibicdo dos elétrons fotossintéticos envolvidos na
cadeia transportadora que liberam energia utilizada na producdo de ATP
(DOLEZAL et alii, 2002).

Os resultados do bioensaio suportam o indicio da atividade herbicida dos
constituintes presentes na glandula de veneno de formigas cortadeiras. Assim
como a possivel existéncia de um derivado acido, que pode estar sendo produzido
nesta glandula. Com as andlises quimicas foi possivel detectar os compostos
feromonais ja descritos na literatura (CROSS et alii, 1979), bem como a presenca
de novas substancias. Os principais compostos detectados com o uso da CG-EM

séo mostrados na Figura 2.8.
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Figura 2.8 — Cromatograma total de ions obtido pela técnica de cromatografia gasosa aliada a
espectroscopia de massas para o extrato da glandula de veneno, com indica¢do dos sinais cujas

estruturas foram sugeridas.

A partir dos espectros de fragmentacdo, as estruturas sugeridas para 0s

principais sinais do espectro de massas sao apresentadas na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Sinais presentes no espetro de massas do extrato da glandula de veneno, com os

respectivos tempos de retencao e nome sugerido para 0s compostos.

Sinal | Tempo de retencdo (mim) Composto sugerido Anexos
| 5,541 2,5 - dimetilpirazina Apéndice A
1 8,044 3-etil-2,5-dimetilpirazina Apéndice B
11| 8,128 2-etil-3,5-dimetilpirazina Apéndice C
v 9,417 3-acetil-2,5-dimetilpirazina Apéndice D
\Y 9,514 2-acetil-3,5-dimetilpirazina Apéndice E
VI 10,209 4-metil-2-pirrolcarboxilato de metila | Apéndice F

A Figura 2.9 mostra o cromatograma gerado na andlise do EGV por meio da

ionizacao por electrospray.

100

291

2.00 4.00 6.00

— e
8.00 10.00 12.00

14.00 16.00

Figura 2.9 - Analise cromatografica do extrato da glandula de veneno pela ionizacdo por

electrospray.

Os

compostos identificados na glandula de veneno de A. sexdens

rubropilosa por CROSS et alii (1979) foram os seguintes:

60



OCHs;
CgH12N; CgH12N; C;HgNO,
136.1000 136.1000 138.0555
3-etil-2,5-dimetilpirazina 2-etil-3,5-dimetilpirazina 4-metilpirrol-2-carboxilato de metilal

O O\ fe) ov
CgHgO; CgH1005
136.0524 150.0680

benzoato de metila benzoato de etila

Figura 2.10 — Constituintes da glandula de veneno de Atta sexdens rubropilosa identificados por
CROSS et alii (1979).

Com a analise quimica do EGV por meio da CG-EM, foi possivel detectar as
pirazinas e o pirrol presentes na Figura 2.10, além de outro derivado da pirazina
gue nédo fora descrito anteriormente como presente na glandula de veneno de A.
sexdens rubropilosa. Estes compostos correspondem aos sinais (1), (11), (111) e (VI)

do cromatograma mostrado na Figura 2.8.

No espectro de massas do sinal (1) observa-se o ion m/z=108 (APENDICE
A). Este poderia corresponder ao ion molecular da 2,5-dimetilpirazina (10). Este
composto foi detectado na glandula de veneno de somente uma espécie de attine
até o momento: a A. sexdens sexdens (MORGAN et alii, 2006). Para outras
espécies da subfamilia Myrmicinae a 2,5-dimetilpirazina teve atividade como
feromonio de trilha comprovada: Pogonomyrmex barbatus, Pogonomyrmex badius,
Pogonomyrmex occidentalis e Pogonomyrmex rugosus (HOLLDOBLER &
MORGAN, 2001). Assim como para duas espécies da subfamilia Ponerinae,
Tetramorium caespitum (ATTYGALLE & MORGAN, 1984) e Tetramorium
meridionale (JACKSON et alii, 1990).
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Outros ions e possiveis fragmentacfes sdo mostrados na Tabela 2.5. A
correlacdo entre o espectro obtido e a biblioteca do sistema operacional do
cromatografo foi de 96%, o que indica uma boa relagdo sinal ruido na analise e
uma concordancia boa com a estrutura sugerida. Todas as propostas estruturais
séo suportadas por mecanismos de fragmentacédo coerentes, ou por concordancia

precisa com fragmentogramas tabelados dos respectivos padroes (ADAMS, 1995).

Tabela 2.5 - Provaveis fragmentacGes no espectrdbmetro de massas (EM-IE) para a 2,5-
dimetilpirazina (2).

fons (m/z) Fragmento liberado Fragmento iénico
@0
N
/ e
108 \[ ]\ lon molecular
NS
N
@.
N H
81 \Q]i H—C=N

Os sinais (11) e (111) referem-se a 3-etil-2,5-dimetilpirazina e ao isémero
2-etil-3,5-dimetilpirazina (APENDICE B e C). A correlacdo entre o espectro obtido e
a biblioteca do sistema operacional do cromatografo foi de 98%. Nos

cromatogramas pode-se observar 0s sinais caracteristicos de m/z 42, 56, 135.

Com o uso da ESI-MS também foi possivel encontrar o ion referente a
3-etil-2,5-dimetilpirazina  (APENDICE G). Na Figura 2.11 sdo mostradas as
estruturas dos dois fragmentos ibnicos mais intensos presentes no espectro da

pirazina.
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H
\ ® e CH,
=z 2 16,0313 e~
| + H| | 0 . |
N\ N N\
N N

136,1000 137,1078 121,0766

Erro exeperimental: 49 ppm Erro exeperimental: 89 ppm

Figura 2.11 — Fragmentos ibnicos mais intensos presentes no espectro MS-ESI referente a

3-etil-2,5-dimetilpirazina.

O sinal (V1) foi identificado como o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila
(APENDICE F). A semelhanca estrutural obtida foi de 96%. No espectro de massas
observa-se o sinal em m/z=139, que corresponde ao ion molecular, além de um
sinal referente a espécie de m/z=108, cuja atribuicdo seria devido a uma clivagem

a a carbonila caracteristica de ésteres, Figura 2.12.

Lop | D 0
> - (OCHs)

\/ — \/OCH3—’ \/

H
HsC H H3C H HsC

L _ m/z =108
m/z =139

Figura 2.12 - Provavel fragmentacdo observada no cromatograma de CG-EM para os ions mais
intensos do pirrol (1).

Os sinais (1V) e (V) foram indicados pela biblioteca como sendo
2-acetil-3,5-dimetilpirazina (11), ou provaveis isdmeros de posi¢cao. O ion molecular
da estrutura apresenta m/z=150 (APENDICES D e E). O benzoato de etila,
composto identificado por CROSS et alii (1978) na glandula de veneno de Atta
sexdens rubropilosa, também apresenta massa molecular 150 e o ion molecular
m/z=150 no espectro de massas, Figura 1.14. Avaliando o0 espectro de
fragmentacao obtido, € possivel notar que os ions gerados sédo condizentes com a

2-acetil-3,5-dimetilpirazina, como € exemplificado na Figura 2.13.
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2-acetil-3,5-dimetilpirazina

m/z 150

Benzoato de etila

®.
o} o_~

m/z 150

@67

0 ®- 0
N i ﬁ (S (I?
):/ -e ):/ | D - (HsCC-)
NS | NS
N N

o.
~
N - ( 0\/)

@
N
=

- LG
N
N

m/z 107

—=0®

@
= )
—

m/z 105 m/z 77

Figura 2.13 — Comparacao entre os fragmentos que apresentam maior porcentagem em relacdo ao

pico base para 2-acetil-3,5-dimetilpirazina e benzoato de metila.

Na Figura 2.14 é feita uma comparacdo entre os fragmentogramas do

benzoato de etila e o obtido experimentalmente.

FONTE: ADAMS, 1995.

Figura 2.14 — Comparacdo entre 0s espectros de massas obtidos experimentalmente (parte

superior) e o espectro do benzoato de etila padréo (parte inferior).
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Os trés sinais caracteristicos do benzoato de etila ndo estdo presentes no
fragmentograma de massas experimental. Estes sdo o ion de m/z=105, derivado
da perda de OCH,CHs;, Figura 2.13. Além do ion tropilio, m/z=91, e m/z=77
fragmentos tipicos de hidrocarbonetos aromaticos.

O espectro de CG-EM ¢é corroborado pelo obtido por meio da ESI-MS. No
altimo esta presente o aduto [M + H]*, m/z=151(APENDICE H), oriundo da
protonagcdo da molécula a ser analisada. A vantagem do espectro de ESI estd na
aquisicdo dos valores de massa com exatiddo de quatro casas decimais apos a
virgula. Como € mostrado na Figura 2.15, as fragmentacbes dos adutos de
hidrogénio evidenciam a presenca da acetilpirazina (11) com erro experimental

abaixo de 50 ppm.

133.076573

150.0793
151.0871 Erro exeperimental: 24 ppm

Erro exeperimental: 29 ppm

-(co) @ ‘
> _ 2 “
N

123.092223
Erro exeperimental: 35 ppm

N
N7 zi:) T ]@\
— X N

CeH7N2
107.060123
Erro exeperimental: 46 ppm

Figura 2.15 — Estruturas dos fragmentos idnicos mais intensos sugeridas para o aduto por ESI-MS
[M + H]" 151.

A acetilpirazina (11) contribui para o aroma de chas, café e € usado como
aromatizante de géneros alimenticios (HATTORI et alii, 2005 e MORAES et alii,

2007). Nao ha relatos na literatura de tal composto na glandula de veneno de Atta
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sexdens rubropilosa, ou qualquer outra espécie de formiga cortadeira. A
acetilpirazina € menos volatil do que a 2-etil-3,5-dimetilpirazina em funcédo de sua
maior polaridade. Devido a funcdo do feromdnio de trilha, os trabalhos cientificos
sempre buscam e relacionam compostos volateis a este feromoénio (MORGAN,
2009). No primeiro trabalho que caracterizou a 2-etil-3,5-dimetilpirazina como
principal componente do feroménio de trilha, foi usada uma técnica rude de
extragcdo para a caracterizacdo deste componente. Os autores usaram 4,2kg de
formigas, das quais retiraram o abddémen para a confeccdo do extrato (CROSS et
alii, 1978). Fica claro que em uma extracéo deste tipo a complexidade do material
biolégico é consideravelmente maior. Além disto, da possibilidade de perda de

compostos no processo de purificacdo do extrato ndo pode ser descartada.

Em 1983 Evershed e Morgan analisaram novamente os constituintes da GV
de A. sexdens rubropilosa, mostrando que o pirrol (1) e pirazina (2) estdo presentes
na relacdo de 1:14. Apenas tracos dos benzoatos de etila e metila, descritos por
Cross, foram encontrados na glandula. Nao h&a publicacdes desde 1983 sobre
analises dos constituintes presentes na glandula de veneno de A. sexdens

rubropilosa.

Os espectros de electrospray ainda apresentam sinais interessantes, como

indicios de um acido derivado da pirazina (2), que pode ser visto na Figura 2.16.
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Figura 2.16 — Espectro de fragmentacdo do aduto de ESI-MS [M + HJ'

estruturas sugeridas para os fragmentos idnicos mais intensos.

=167, assim como as

Além deste esta presente o derivado da funcgéo alcool, Figuras 2.17.
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Figura 2.17 — Espectro de fragmentacdo do aduto de ESI-MS [M + HJ'

estruturas sugeridas para os fragmentos i6nicos mais intensos.

=153, assim como as
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Tais estruturas sugerem uma possivel rota biossinética para a producéo de
um derivado acido da piraziana (2) presente na glandula de veneno. As estruturas
apresentam erro experimental da massa exata abaixo de 50ppm. As fragmentacao
sdo condizentes com o grupo funcional apresentado e com estruturas que
contenham o anel aromatico pirazina, evidenciado pelos adutos de massa [M + H]
= 107,06 ou [M + H] = 109,07. Os ions sugeridos nas Figuras 2.15 e 2.16
correspondem a compostos mais polares e estdo em menor concentragdo no
espectro de electrospray. Razéo pela qual h4 maior a dificuldade na andlise por
cromatografia gasosa. Além disto, o derivado acido néo seria identificado por CG-
EM.

Para confirmagdo destas esruturas s&80 necessarias andlises mais
detalhadas. Uma alternativa seria a tentativa de fracionamento do extrato. Assim,
isolando as moléculas seria possivel realizar outros métodos de analise para
elucidacao estrutural. A co-injecdo do composto sintético equivalente também é
uma alternativa. Desta forma é possivel comparar o tempo de retencdo e perfil de
fragmentacdo entre o composto conhecido (comercial) e aquele que esta buscando

a estrutura.

A proposta deste trabalho foi buscar uma atividade herbicida do feroménio
de trilha, que neste caso estaria exercendo uma dupla funcéo. Ou ainda a presenca
de outro composto que atuara como herbicida. Com o bioensaio foi possivel
constatar que a pirazina (2) apresenta esta atividade. O efeito herbicida é mais
evidente para o EGV, que é estatisticamente equivalente ao herbicida comercial
alaclor (9). Como o0s espectros obtidos indicam a presenca da
2-acetil-3,5-dimetilpirazina na relagdo de 1:4 com a pirazina (2) no EGV, pode-se
inferir que esta tenha importante papel no efeito herbicida observado. Além disto, a
significativa atividade pode ser produto de um efeito sinérgico entre os constituintes

glandulares.
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CONCLUSAO

Os resultados fortalecem a tese de atividade herbicida de constituintes da
glandula de veneno. Sendo um forte indicio da ocorréncia de capina quimica nas
trilhas de forrageamento por parte das formigas cortadeiras. Assim, a dupla funcao
dos compostos feromonais ou a presenca de algum composto com atividade

herbicida especifica, implicaria em economia de tempo e energia para a colbnia.

A andlise quimica do extrato indica duas novas substancias presentes na
glandula de veneno de Atta sexdens rubropilosa que sédo 2-5-dimetilpirazina e
2-acetil-3,5-dimetilpirazina. Outros compostos propostos pelos espectros de
elestrospray ainda sugerem a presenca de um derivado acido da pirazina (2),
assim como intermediarios que podem estar envolvidos em uma rota biossintética

na producédo deste.

O efeito herbicida dos constituintes da glandula de veneno propicia maior
eficiéncia na atividade de forrageamento, pois além de orientagdo contribui para a
manutencdo da limpeza da trilha. Fato que corroboraria as afirmagdes sobre o

grande sucesso evolutivo das formigas cortadeiras da tribo Attini.
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APENDICES

APENDICE A - Espectro de massas correspondente ao sinal (I) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.
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APENDICE B - Espectro de massas correspondente ao sinal (II) no

fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.
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Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa
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APENDICE C - Espectro de massas correspondente ao sinal (Ill) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.
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Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa
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APENDICE D - Espectro de massas correspondente ao sinal (IV) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa
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APENDICE E - Espectro de massas correspondente ao sinal (V)
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa
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APENDICE F - Espectro de massas correspondente ao sinal (VI) no

fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula de veneno.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa

100+ 108

O
. 139 b\(
= 39 53

OCH;

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Comparacdao entre os espectros experimental (superior) e teérico (inferior)

80



APENDICE G — Espectro de fragmentacdo do aduto de ESI-MS [M + H]" =137,
assim como as estruturas sugeridas para os fragmentos ibnicos mais intensos.
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APENDICE H — Espectro de fragmentacdo do aduto de ESI-MS [M + H]" =151, assim
como as estruturas sugeridas para os fragmentos ibnicos mais intensos.
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CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DA GLANDULA METAPLEURAL
de Acromyrmex subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

83



INTRODUCAO

O sucesso dos insetos sociais, como as formigas cortadeiras, mostra que a
vida em sociedade apresenta vantagens em relagédo aos individuos solitarios. Duas
delas séo a alocacao de recursos e o cuidado com a prole, que tornam possivel a
manutencao de colénias numerosas. No entanto, este modo de vida ndo € benéfico
no que diz respeito a propensao a doencas. Como principais fatores que tornam as
colbnias dispostas a parasitas, se destacam a densidade populacional e grau de
parentesco elevados entre os individuos. Com relacdo ao niumero existem espécies
de Atta, como a Atta leavigata por exemplo, que podem apresentar milhdes de
individuos na col6nia (FOWLER et alii, 1986 e VEAL et alii, 1992).

7

Outro ponto importante a ser considerado é a proximidade genética. Em
insetos sociais prevalece o altruismo reprodutivo com base na reproducdo sexual
haplodipléide. Tal fato passou a ser bem compreendido apos a publicacdo de uma
série de artigos pelo cientista William Hamilton (1964; 1970 e 1972). Esta teoria
parte do principio que o comportamento altruista de um membro com o restante da
colénia é ligado ao coeficiente de relacionamento (r) que este membro possui com
a colénia. Hamilton mostrou que o coeficiente de parentesco estimado pelo sistema
haplodipléide tem um diferencial, pois os machos originam-se de Ovulos n&o
fertilizados. Assim, sendo somente a fémea dipldide, originaria de um Ovulo
fertilizado por um espermatozoide, o r calculado entre as irmés operérias € de 0,75.
Isto ocorre, pois ambas possuem cépias idénticas de genes procedentes do macho
hapléide, mais uma das duas coOpias possiveis da rainha que as originou. O r
proveniente da reproducéo entre macho e fémea dipléides é de 0,5 entre irmaos,
menor do que o observado para insetos sociais. Se as operarias fossem sexuadas
o r calculado para a geracédo oriunda de uma nova reproducao seria de 0,375.
Deixando claro que para a reproducdo dos alelos € mais vantajoso investir em
cuidado parental do que no desenvolvimento do aparelho reprodutivo funcional nas

operarias.

Se aliarmos o que foi mencionado acima as condi¢cbes de temperatura e
umidade elevadas dentro das colbnias, € pouco provavel pensar em um ambiente

melhor para a disseminacdo de agentes patogénicos (ANGUS et alii, 1993).
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Contudo o éxito dos insetos sociais permanece, mostrando que eles encontraram
uma forma de contornar esta dificuldade. A resposta estd, principalmente, na
producdo de antibidticos (FERNANDEZ-MARIN et alii, 2006). O uso destes
proporcionou o0 desenvolvimento de um mecanismo de defesa muito eficiente ao
longo da evolucdo, ajudando a controlar e/ou evitar infeccdes prejudiciais ao

perfeito funcionamento da supersociedade.

Em formigas cortadeiras, os antibiéticos podem ter origem da associagéo
com outros microorganismos. Tal como as actinobactérias do género
Pseudonocardia que colonizavam a cuticula de muitas espécies de Acromyrmex
(CURRIE et alii, 1999). Esta bactéria produz antibiéticos contra muitos agentes
patogénicos que ocorrem nos substratos onde vivem estas formigas,
principalmente contra os do género Escovopsis (HAEDER et alii, 2009). Contudo, a

relacdo harmoénica destas bactérias foi colada em duvida por Sen et alii (2009).

Outra associacdo conhecida de formigas da tribo Attini ocorre com as
leveduras negras, Ascomycota; Phialophora (LITTLE & CURRIE, 2007). Alguns
géneros sao frequentemente encontrados nos ninhos de formigas cortadeiras
(CARREIRO et alii,1997; MIDDELHOVEN et alii, 2003; PAGNOCCA et alii, 2008 e
LITTLE & CURRIE, 2008). O papel das leveduras ainda ndo é muito claro. Elas
podem atuar de forma benéfica auxiliando no processo de digestivo, e/ou
fornecendo protecdo a coldnia contra parasitas como: Escovopsi, Syncephalastrum
racemosum e Beauveria bassiana. (RODRIGUES et alii, 2009). No entanto ha
trabalhos que relatam o efeito negativo destas leveduras, ja que poderiam competir
por nutrientes com a bactéria Pseudonocardia. Desta forma diminuiria a

capacidade da bactéria suprimir o parasita Escovopsis (LITTLE & CURRIE, 2007).

Além das associacdes existe a producdo de antibidticos por meio da
secrecdo de uma glandula especifica de formigas. Esta € a glandula metapleural
constituida por um par de conjuntos de células secretoras localizadas na regido
posterolateral do térax (HOLLDOBLER & ENGEL-SIEGEL, 1984). As secrecdes
desta estdo relacionadas com atividades antifangica e antimicrobiana
(SCHILDKNECHT, 1976 e NASCIMENTO et alii, 1996).
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Nascimento et alii (1996) identificaram os acidos fenilacético (3),
3-hidroxidodecandico (4) e indol acético (5) na glandula de Atta cephalotes, e os
acidos 3-hidroxidecanoico (4) e indol acético (5) em Acromyrmex octospinosus.
Neste mesmo trabalho, os autores confirmam a atividade antibacteriana e
antifangica dos principais constituintes da glandula metapleural destas espécies.
Recentemente, Ortius-Lechner et alii (2000) identificaram mais 20 compostos
presentes na secre¢ao da glandula metapleural de Acromyrmex octospinosus. A

maioria deles sédo acidos carboxilicos.

Os relatos bibliograficos mostram que a glandula metapleural tem importante
papel na preservacdo da relacdo mutualistica formiga/fungo. A maior parte dos
trabalhos publicados esta relacionada as espécies de Atta, sendo que apenas duas
espécies de Acromyrmex tiveram a secrecdo analisada: Acromyrmex landolti
(JAFFE et alii, 1994) e Acromyrmex octospinosus (NASCIMENTO et alii, 1996 e
ORTIUS-LECHNER et alii, 2002). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do extrato da glandula metapleural (EGM) da formiga Acromyrmex

subterraneus subterraneus sob o crescimento “in vitro” de cinco microorganismos.

Os fungos testados no presente trabalho foram a Beauveria bassiana e a
Candida albicans. O fungo Beauveria € uma espécie do género Deuteromyceto,
tipico dos solos de regibes temperadas. E conhecido como agente
entomopatogénico de insetos de vida social e solitaria (REHNER, 2005). Em
virtude da viruléncia deste fungo muitos trabalhos relatam seu potencial uso no
controle biolégico de formigas cortadeiras (SILVA & DIEHL-FLEIG, 1988; DIEHL-
FLEIG et alii, 1992 e 1993; SILVA et alii, 1993 e HUGHES et alii, 2004). Leveduras
do género Candida, comumente presentes no solo, sdo encontradas com muita
freqUiéncia nos ninhos de formigas cortadeiras, porém seu papel nos ninhos néo foi
esclarecido (CARREIRO et alii, 1997).

Bactérias gram-positivas e gram-negativas também ja foram isoladas em
colonias de formigas cortadeiras (BACCI et alii, 1995). Tal fato nos conduziu a
avaliar o efeito EGM no crescimento de Escherichia coli e duas cepas de
Staphylococcus aureus, uma de origem bovina (LSA 88) e outra resistente a
meticilina (ATCC 33591).
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Os fungos considerados neste estudo estdo relacionados a interacéo
formiga/fungo simbionte, fato que mostra a importancia de conhecer qual o efeito
gue a secrecdo da glandula metapleural tem sobre eles. Além disto, todos os
microorganismos testados estéo envolvidos em diversos problemas infecciosos de
humanos, animais e insetos (ALBRECHT et alii, 2006; CARREIRO et alii, 1997;
BALABAN et alii, 2000; PERLROTH et alii, 2007 e AIRES-DE-SOUSA et alii, 2007).

MATERIAL E METODOS

- Formigas

O bioensaio foi conduzido com formigas da espécie Acromyrmex
subterraneus subterraneus mantidas na Unidade de Mirmecologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos dos
Goytacazes, RJ. Estas foram acondicionadas em salas com umidade e
temperatura controladas e mantidas conforme descricdo de Della Lucia et alii
(1993). A alimentacado diéria de A. subterraneus subterraneus foi feita com folhas
atrativas ao corte como acalifa (Acalypha wilkesiana) e/ou ligustro (Ligustrum

japonicum).

- Obtencéo dos extratos

Extratos de glandula metapleural (EGM) foram elaborados com 650
glandulas extraidas de operarias médias com capsulas cefalicas entre 2,0 e 3,2
mm de largura. As glandulas foram depositadas em 650uL do solvente
dimetilsulféxido (DMSO) usado na extracgao.
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- Andlise quimica dos extratos

Os constituintes do extrato foram analisados usando a técnica de
cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (CG-EM), e pela

espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

As analises de CG-EM do extrato da glandula metapleural foram feitas em um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas AGILENT 6890N.
Coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm). O programa de temperatura foi o seguinte: injetor
= 200 'C; detector = 260 'C; temperatura inicial da analise = 50 “C (por 1 min);
temperatura final da analise = 260 "C (por 7 min) e taxa de aquecimento =5 C-min’
! (tempo total de aquecimento = 42 min.

Nas analises por UPLC-ESI-MS/MS (Cromatografia Liquida de Ultra
Performance- lonizacdo por Electrospray- Espectrometria de Massas Sequencial
no Espaco), foi utilizado um cromatografo Waters nanoAcquity UPLC, acoplado
diretamente a fonte de ESI do espectrobmetro Waters Synapt HDMS. O
cromatografo foi equipado com uma coluna Waters Atlantis dCg (300 um diametro
interno x 150 mm comprimento, particulas de 3 um), mantida a 35°C durante as
corridas. As amostras foram diluidas em H,O e injetadas (1 a 5 pL), sendo eluidas
com gradientes lineares de 95:5 H,O/MeCN contendo 0,1% &cido formico a 5:95%

H,O/MeCN contendo 0,1% &cido férmico, a um fluxo de 16 pL min™.

Dentre condicdes fixas do espectrometro de massas estdo voltagem do
capilar 3,0 kV e voltagem do cone 20 V. Durante cada corrida, espectros de MS e
MS/MS foram adquiridos a uma taxa de 1 espectro s™ no modo DDA. Nesse modo,
o instrumento adquire espectros de MS constantemente durante a corrida. Quando
um determinado espectro de MS contém sinais de compostos de interesse para
experimentos de MS/MS, o instrumento ajusta o quadrupolo para selecionar ions
daquela razdo m/z e os fragmenta, adquirindo espectros de MS/MS, e retorna a
funcdo MS em seguida. As andlises foram feitas nos modos negativo, ESI(-)MS, e
positivo, ESI(+)MS. Para ESI(-)MS foram adicionados 1L de acido formico. E para
ESI(-)MS adicionaram-se 1ulL de hidroxido de aménio. Os espectros de massa

foram adquiridos na faixa de massa/carga (m/z) de 40 até 700.
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- Microorganismos

Os microorganismos testados neste experimento foram: Staphylococcus
aureus (ATCC 33591), Staphylococcus aureus (LSA 88) de origem bovina,
Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC 20231) e Beauveria
bassiana (CG 24). Todos os indculos dos microorganismos foram preparados em
solucdo salina estéril com aproximadamente 10° células/mL. A concentracéo foi
determinada por leitura de densidade o6ptica D.O.s10nm cOm 0 uso de Densimat
(Biomérieux, Franca). As leituras foram estabelecidas 0,5 na escala de McFarland

que equivale a 10° células/mL.

- Montagem do bioensaio

O bioensaio foi realizado em triplicata, com o uso de ampolas de 10 mL. O
meio para o crescimento dos inéculos foi o caldo BHI (Brain Heart Infusion), meio
liguido nutritivo destinado ao cultivo de muitos microorganismos (GIBSON &
ROBERTS, 1986 e BURTELOW et alii, 2009). Um esquema representativo pode

ser observado na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Representagdo esquematica da montagem do bioensaio em Candida albicans; para
cada tratamento foram feitas trés repeticdes (ensaio em triplicata).
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Os tratamentos controle positivo, EGM e controle negativo (controle DMSO)

foram formulados do seguinte modo:

- Controle positivo: 1900 L de caldo BHI estéril + 100 L do inéculo a ser

testado

- EGM - 1850 4L de caldo BHI estéril + 100 pL do in6culo a ser testado +
50 uL EGM

- Controle negativo (controle DMSO) - 1850 L de caldo BHI estéril + 100 xL

do indculo a ser testado + 50 L solvente usado na extracdo DMSO.

Todos os tratamentos receberam 100 4L do inéculo. O que variou foi o
volume do caldo BHI. Assim, todas as nove ampolas do bioensaio apresentaram

um volume final de 2000 L (2mL).

A condicdo experimental do bioensaio foi diferente para fungos e bactérias.
Para o crescimento de B. bassiana a temperatura de incubac&o foi de 28°C e os
cultivos foram monitorados por 64h. As medicbes da densidade Optica foram
realizadas em intervalos de 4h. Para C. albicans a temperatura de incubacéo foi de
37°C e os cultivos foram monitorados por 21h. As medicdes foram feitas em
intervalos de 2h. Todos os cultivos das bactérias foram submetidos as mesmas
condicbes experimentais, sendo incubados em estufa a 37°C e monitorados por 6h,
com medi¢cdes de densidade oOptica (D.O.) a cada 1h. O tempo de monitoramento
para os fungos e bactérias foi 0 necessério para que o tratamento controle positivo
atingisse a medida méxima de 7,5 na escala McFarland (D.O.sionm, Densimat,

Biomérieux, Franca).

A densidade o¢ptica € a avaliagcdo da turbidez, relacionada ao crescimento
celular, da cultura microbiana em meio liquido. O fotbmetro mede a transmitancia
da luz que incide no meio de cultivo microbiano. A escala de Mc Farland é o padréo
de turbidez mais utilizado frequentemente nos laboratorios de microbiologia, para
determinar a intensidade da multiplicacdo em meios de cultivo liquidos. O limite
maximo da escala é de 7,5 McFarland, este diz respeito ao nimero maximo de
microorganismos que se opde a livre passagem da luz, provocando a turvacéo do

meio, que pode ser lido pelo fotbmetro.
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- Anélise estatistica

O efeito do EGM sobre o crescimento “in vitro” dos microorganismos foi

avaliado por curvas de regressao polinomial.

Também efetuou-se a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey da
meédia dos valores de D.O que estdo relacionadas ao crescimento dos indculos
testados para todos os tratamentos. As diferencas entre as médias foram
consideradas significantes para p < 0,01. As analises estatisticas foram realizadas

com o programa Origin Lab 8.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O EGM apresentou atividade inibitéria no crescimento de todos os
organismos testados. A atividade antifingica mais marcante foi contra o fungo B.
bassiana. Como este € um agente patogénico das formigas cortadeira, 0s
resultados revelam a importancia da secrecdo da glandula na manutencdo das

condicOes assépticas da colbnia, Figura 3.2.

[ Controle positivo
Y EGM
[ Controle DMSO

a a

D.O. 510 nm (McFarland)

Tempo (h)

Figura 3.2 - Efeito do extrato da glandula metapleural sobre Beauveria bassiana (CG 24) em cultivo
“in vitro” as 39, 43, 47, 51, 55 e 64 horas (a 28°C) x Densidade Optica 510nm. As diferencas
estatisticas de médias foram obtidas pelo teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade. Letras
distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).

A curva de regressdo polinomial das médias também deixa claro a forte

capacidade inibitéria do EGM frente a B. bassiana, Figura 3.3.
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m  Controle positivo Y=0,0496 - 0,0657x + 0,0029x2 (R=0,9714)
A Controle DMSO Y=0,1958 - 0,0306x + 7,87.10"*%’ (R =0,9472)
® EGM Y= 10,0045 - 0,1057x + 0,0035xX° (R=0,9911)

D.O. 510 nm (McFarland)

Figura 3.3 - Curva de regressao polinomial da atividade do extrato da glandula metapleural sobre o
crescimento de Beauveria bassiana (CG 24) “in vitro”, expressada pela relacdo Tempo de incubacédo

x Densidade Optica 510nm.

O efeito fungicida para B. bassiana foi mensurado pelo acompanhamento do
crescimento com analise de regressédo e teste de Tukey para diferenciacao das
meédias (Figuras 3.2 e 3.3). Em virtude destes bons resultados, também foi
empregada a metodologia diluicbes seriadas em caldo e inoculadas em agar
Sabouraud para a contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs). Com
esta observacao € possivel comparar a proporcionalidade de crescimento de UFCs

entre as diluicbes dos tratamentos em meio sélido (CARTER, 1988).

A Figura 3.4 demonstra por UFCs a supressdo do crescimento de B.

bassiana no ensaio realizado “in vitro” nas diluicdes de 1x10™, 1x10? e 1x10™°,
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Figura 3.4 - Ensaios de contagem de Unidades Formadoras de Coldnias de Beauveria bassiana
pela metodologia de diluices. a) Comparacdes entre os tratamentos na diluicio 1x10™; b)
Comparacdes entre os tratamentos na diluicdo 1x10™ e c) Comparacdes entre os tratamentos ha
diluicao 1x107°,

A atividade inibitéria no crescimento de B. bassiana causada pelo EGM
advém da significativa reducéo da formacéo de conidios do fungo, Figura 3.5. Esta
atividade ja foi relacionada a hidroxiacidos, compostos que estdo presentes no
EGM (NASCIMENTO et alii, 1996 e BOT et alii, 2002).
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Figura 3.5 — Microscopia Optica de uma lamina com hifas de Beauveria bassiana, aumento 1000 x,
de amostras tratadas com extrato da glandula metapleural (a); e seu controle (b); e ampliacdo dos

conidios (c) que estdo ausentes no tratamento (a).

Os resultados do bioensaio também demonstram acentuada atividade para
C. albicans, Figura 3.6. A diferenca estatistica das médias comecou a ser

observada apos 15h de incubacéao.
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I Controle positivo
Y EGM
[ Controle DMSO

D.0O. 510 nm (McFarland)

Tempo (h)

Figura 3.6 - Efeito do extrato da glandula metapleural sobre Candida albicans (ATCC 20231) em
cultivo “in vitro” as 8, 15, 17, 19 e 21 horas (a 37°C) x Densidade Optica 510nm. As diferencas
estatisticas de médias foram obtidas pelo teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade. Letras

distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).

A regresséo polinomial, Figura 3.7, ainda evidencia o efeito positivo do EGM
sobre a inibicdo do crescimento de C. albicans. Nao houve diferenca entre o
controle positivo e controle DMSO, ficando claro que o solvente néo interferiu no

crescimento do fungo.
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m  Controle positivo Y=0,1462 - 0,1711x + 0,0298x2 (R=0,9716)
_ A Controle DMSO  Y=0,1773 - 0,0849x + 0,0089%° (R =0,9648)
gl ® EGM Y=0,2307 - 0,2548x + 0,0292x° (R =0,9690)

D.0. 510 nm (McFarland)
oD
1

17 21

15
Tempo (h)

Figura 3.7 - Curva de regressao polinomial da atividade do extrato da glandula metapleural sobre o
crescimento de Candida albicans (ATCC 20231) “in vitro”, expressada pela relagdo Tempo de

incubacg&do x Densidade Optica 510nm.

Por meio das diluicbes constatou-se o efeito inibitério pela diferenca UFCs
entre os tratamentos. Esta foi notada nas diluicdes de 1x10™, Figura 3.8.

Figura 3.8 - Ensaios de contagem de Unidade Formadoras de Col6nias de Candida albicans pela
metodologia de diluices. Comparacdes entre os tratamentos na diluicio 1x10™.
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A presenca de leveduras de C. albicans nos ninhos de formigas cortadeiras
tem funcédo desconhecida (CARREIRO et alii, 1997 e RODRIGUES et alii, 2008).
Como a Candida é um fungo tipicamente encontrado nos solos, é plausivel que a
secrecdo da glandula metapleural impeca o crescimento deste dentro das colonias

a niveis que sejam prejudiciais.

Com relacdo as bactérias testadas, o EGM causou o0 retardamento no
crescimento das cepas. Ou seja, foi possivel observar um efeito estatico e nao
inibitorio.

O efeito menos expressivo foi observado na cepa ATCC 33591 de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). A diferenca estatistica entre
os controles e 0 EGM s0 foi observado apds 5h de incubagdo onde todos os
tratamentos diferiam estatisticamente, Figura 3.9. Nas médias de densidade Optica
obtidas as 6h nédo € observada diferenca entre os controles enquanto o tratamento
EGM é estatisticamente diferente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

98



I Controle positivo
XY EGM
[ Controle DMSO

D.O. 510 nm (McFarland)

N
§
§
\
\
\
\
\

ol
o

Figura 3.9 - Efeito do extrato da glandula metapleural sobre Staphylococcus aureus (ATCC 3359)
em cultivo “in vitro” as 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas (a 37°C) x Densidade Optica 510nm. As diferencas
estatisticas de médias foram obtidas pelo teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade. Letras

distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).

A curva de regressao polinomial, Figura 3.10, expressa a relacdo entre o
tempo de incubacdo x Densidade Optica 510nm. Como mostrado a curva obedece

ao modelo proposto para andlise.
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m  Controle positivo Y= 10,2059 - 0,9046x + O,4661xz (R =0,9799)
A Controle DMSO  Y=0,4381 - 0,9738x + 0,4214x’ (R = 0,9768)
89 e EGM Y=0,5464 - 0,8334x + 0,3434x (R = 0,9723)

D.0. 510 nm (McFarland)
n

Tempo (h)

Figura 3.10 - Curva de regressao polinomial da atividade do extrato da glandula metapleural sobre
o crescimento de Staphylococcus aureus (ATCC 3359) “in vitro”, expressada pela relagdo Tempo de

incubacg&do x Densidade Optica 510nm.

O pior resultado observado para a cepa de S. aureus ATCC 3359 pode ser
decorrente do alto aferro desta bactéria, que constitui uma estirpe resistente a
meticilina (SARM). O S. aureus SARM é responséavel por mais da metade das
infeccbes hospitalares no sul da Europa e Estados Unidos (PESAVENTO et alii,
2007 e POMBA et alii, 2009). A bactéria adquiriu resisténcia a penicilina,
estreptomicina, tetraciclina e eritromicina, entre os anos de 1943 a 1960.
Posteriormente passou a resistir também meticilina, em apenas um ano do seu uso
terapéutico. E desta forma tornou-se imune a todos os antibiéticos da classe beta-
lactdmicos, onde se inclui a penicilina, a amoxicilina ou a oxacilina. Em virtude
crescente da dificuldade de combater o S. aureus resistente a meticilina, 0 mesmo
€ chamado de superbactéria ja que resiste a praticamente todos os antibiéticos
produzidos nos ultimos 50 anos (CUNY et alii, 2009 e MOORE et alii, 2009).
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A cepa de S. aureus (LSA 88) de origem animal mostrou-se mais sensivel ao
EGM. As diferencas de médias de densidade 6ptica foram notadas a partir de 4h

de incubagéao, Figura 3.11.

I Controle positivo
Y EGM
[ Controle DMSO
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Figura 3.11 - Efeito do extrato da glandula metapleural sobre Staphylococcus aureus (LSA 88) em
cultivo “in vitro” as 2, 3, 4, 5 e 6 horas (a 37°C) x Densidade Optica 510nm. As diferencas
estatisticas de médias foram obtidas pelo teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade. Letras

distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).

O modelo de regressédo polinomial também indica que o EGM suprime o
crescimento da bactéria de modo significativo. Além disto, este crescimento foi
pouco afetado pelo solvente DMSO, Figura 3.12.
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m  Controle positivo ' Y=0,0841 - 0,5464x + 0,3171%° (R =0,9245)
A Controle DMSO Y=0,5167 - 0,4619x + 0,1690x2 (R =0,9746)
1® EGM Y=0,2071 - 0,5214x + 0,2667X’ (R = 0,9761)

D.0O. 510 nm (McFarland)

Tempo (h)

Figura 3.12 - Curva de regressao polinomial da atividade do extrato da glandula metapleural sobre
o crescimento de Staphylococcus aureus (LSA 88) “in vitro”, expressada pela relacdo Tempo de

incubacédo x Densidade Optica 510nm.

No caso de Escherichia coli a partir 3h de incubagé&o, todos os tratamentos
apresentaram diferenca estatistica significativa, Figura 3.13.
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Figura 3.13 - Efeito do extrato da glandula metapleural sobre Escherichia coli (ATCC 25922) em
cultivo “in vitro” as 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas (a 37°C) x Densidade Optica 510nm. As diferencas
estatisticas de médias foram obtidas pelo teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade. Letras

distintas indicam diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0,01).

Apesar do efeito inibitério do EGM, este efeito também foi notado no controle

DMSO que ocasionou a supressao do crescimento bacteriano, Figura 3.14.
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m  Controle positivo Y=0,1854 - 0,1821x + 0,2024%° (R =0,9481)
A Controle DMSO Y= 0,1667 - 0,2036x + 0,1726X (R = 0,9849)
10 EGM Y=0,4020 - 0,2339x + 0,0958x (R = 0,9655)

D.0. 510 nm (McFarland)

Tempo (h)

Figura 3.14 - Curva de regressao polinomial da atividade do extrato da glandula metapleural sobre

0 crescimento de Escherichia coli (ATCC 25922) “in vitro”, expressada pela relacdo Tempo de

incubacéo x Densidade Optica 510nm.

A influéncia do solvente no bioensaio de E. coli pode ser explicada no fato

de que o DMSO funciona como um aceptor de elétrons. E possivel o que no

momento de incubacdo, a bactéria em stress, tenha usado o DMSO redutase e

desta forma empregado o DMSO como substrato para crescer (RAY et alii, 2003).

Os espectros de CG-EM mostram indicios de cetonas, heteroaromaticos,

éteres, cetoésteres e acidos como principais constituintes. O cromatograma de ions

totais traz os sinais dos principais compostos detectados, Figura 3.15.
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Figura 3.15 — Cromatograma total de ions obtido pela técnica de cromatografia gasosa aliada a
espectroscopia de massas para o extrato da glandula metapleural, com indicacdo dos sinais cujas

estruturas foram sugeridas.

Os espectros de fragmentacdo dos sinais mais intensos estdo em anexo. A
Tabela 3.1 mostra o tempo de retengdo destes sinais e 0 anexo correspondente

destes.
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Tabela 3.1 — Sinais presentes no espetro de massas do extrato da glandula metapleural, com os

respectivos tempos de retencao e anexo correspondente.

Sinal | Tempo de retencdo (mim) Anexos
VIl 8,2050 Apéndice |
VIl 12,520 Apéndice J

IX 13,471 Apéndice K
X 14,189 Apéndice L
XI 14,318 Apéndice M
Ul 17,604 Apéndice N
X1 18,924 Apéndice O
XV 20,832 Apéndice P
XV 20,916 Apéndice Q
XVI 21,311 Apéndice R
XVII 21,518 Apéndice S

A Figura 3.16 mostra o cromatograma gerado na analise do EGM por meio

da ionizagéo por electrospray.
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Figura 3.16 - Analise cromatogréafica do

electrospray.

extrato da glandula metapleural pela ionizacdo

por
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A estrutura de alguns dos compostos identificados na glandula metapleural

de Acromyrmex subterraneus subterraneus podem ser vistos na Figura 3.17.
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Figura 3.17 - Estruturas sugeridas pela biblioteca do programa como alguns dos constituintes do
extrato da glandula metapleural.

A correlagdo entre as estruturas propostas sdo suportadas por mecanismos
de fragmentacdo coerentes, ou por concordancia com fragmentogramas tabelados
dos respectivos padroes (ADAMS, 1995).

O fragmentograma da 2-nonanona (12) mostra correlagdo de 98% o
espectro obtido e a biblioteca do sistema operacional do cromatografo, indicando
uma boa relacdo sinal ruido na andlise e uma concordancia boa com a estrutura
sugerida (APENDICE 1). Além do ion molecular m/z 142, esta presente o fon m/z
127. Este resulta da clivagem o a carbonila, gerando a perda do radical metila.
Outro ion importante € de m/z 57. Este sinal intenso corresponde & quebra oriunda
do rearranjo de McLafferty, Figura 3.18.
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Figura 3.18 - Provavel fragmentacédo observada no cromatograma de CG-EM para a 2-nonanona
(12).

O escatol (13) foi sugerido pela biblioteca do sistema operacional do
cromatografo com correlacdo de 84% (APENDICE J). No espectro esta presente o
ion m/z 130, proveniente da perda de H’, que ocorre em aromaticos. Uma perda
caracteristica de anéis pirrolicos € a de m/z 27, que corresponde N=CH, gerando o
fon 103. Também esta presente o sinal de m/z 77 [CgHs], tipico de derivados do

anel benzeno.

Um dos cetoéteres sugeridos pelo programa foi o 4-oxodecanoato de metila
(14) de metila, com correlacdo de 87% (APENDICE K). No fragmentograma além
do ion molecular m/z 200, fragmentos caracteristicos de ésteres como perda de
m/z 31 [OCHg] e o sinal de m/z 130, proveniente do rearranjo de McLafferty, Figura

3.19.
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Figura 3.19 - Provavel fragmentacdo observada no cromatograma de CG-EM para o

4-oxodecanoato de metila (14).
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O sinal de maior intensidade observado no cromatograma total de ions néo
apresenta uma fragmentacdo condizente com a fornecida pela biblioteca do
sistema operacional do cromatografo. A relacdo entre o fragmentograma
experimental e o da biblioteca foi de apenas 62% (APENDICE L). A Figura 3.20

mostra 0 cromatograma experimental.
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Figura 3. 20 — Espectro de massas experimental do composto de maior intensidade no
cromatograma total de ions (X).

Sendo o ion molecular m/z 186, a perda de uma molécula de agua origina o
m/z 168. Perda de agua é tipico de alcodis e acidos. O m/z 60 é o sinal mais
caracteristico de acidos carboxilicos devido ao rearranjo McLafferty. Espectros de
acidos de cadeia longa também se assemelham a séries de hidrocarbonetos em
intervalos de 14 unidades. No espectro pode ser observado os sinais de m/z 43, 57

e 71. O espectro obtido por ESI-MS no modo negativo € mostrado na Figura 3.21.
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Figura 3. 21 — Espectro de massas ESI(-)MS experimental do aduto [M + H]" de massa 185,1075 .

A fragmentacdo e massa exata do composto indicam que este apresenta
férmula molecular C1oH15803. Os fragmentos mais intensos podem ser gerados pela
perda de agua e didxido de carbono, caracteristicas de acidos.

O acido 3-hidroxidecandico (4) foi identificado como principal constituinte da
glandula metapleural de A. octospinosus (NASCIMENTO et alii, 1996 e ORTIUS-
LECHNER et alii, 2000). Os espectros obtidos indicam um derivado insaturado
deste composto (APENDICE M), Figura 3.22.

()

presenca de insaturacéo

(4) (15)

Figura 3.22 — Estrutura dos Hidroxiacido: (4) identificado na glandula metapleural de A.

octospinosus (15) sugerido através dos espectros experimentais.

Os espectros de EI-EM ainda mostram a presenca do acido palmitico (6),

gue ja foi identificado na glandula metapleural de Acromyrmex landolti e teve
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atividade antimicrobiana comprovada (JAFFE et alii, 1994). Também foi possivel

constatar a presenca de outros compostos oxigenados (APENDICES de M & S).

Os demais espectros de massas de ESI-MS dao indicios de compostos que
apresentam, principalmente, o grupo funcional acido. Tal fato é suportado pelas
perdas de H,O, CO e CO,. No entanto ndo é possivel inferir estruturas baseadas
somente nestes dados. A técnica de electrospray € muito eficiente para analise de
compostos que apresentem alta massa molecular e grupos que sejam facilmente
ionizados, como proteinas. Os compostos presentes no EGM sdo micromoléculas
constituidas principalmente de C, H, O. O elemento quimico O € um bom aceptor
de elétrons e pode ser ionizados. No entanto, apds o aduto perder este elemento
na fragmentacéo, nao ficam adutos somente da cadeia carbdnica em solucdo. Ou

seja, como a perda da carga as moléculas ndo continuam sendo fragmentadas.

O efeito inibitorio de alguns compostos ja identificados na glandula
metapleural ja foi verificado. O trabalho realizado por Nascimento et alii (1996)
mostra que hidréxiacidos inibem o crescimento de fungos e bactérias Gram-
negativas. Assim como &cido indolacético (5) tem forte influencia sobre o

crescimento de hifas e germinacao de esporos.

Uma caracteristica interessante nos trabalhos em que o0s compostos
sintéticos sdo testados separadamente é o fato de muitos deles apresentarem
baixa atividade antimicrobiana (BOT et alii, 2002 e MENDONCA et alii, 2009).
Mostrando que atividades mais altas podem ser decorrentes do sinergismo das
substancias glandulares. Outros compostos, como &cidos de cadeia mais curta,
gue podem estar presentes em menores proporc¢oes, teriam um importante papel
acidificando o meio (ORTIUS-LECHNER et alii, 2000). Desta forma, torna o
ambiente inospito pra alguns microorganismos. A importancia do pH foi observada
por Kreisel (1972) onde o autor verificou que removendo as operarias de uma
colénia de Atta insularis o pH do meio se torna mais basico, subindo de 5 para 6-8.
Isto ocasionou o crescimento de fungos e bactérias oportunistas. O fungo com
crescimento mais acelerado, em virtude alcalinizagcdo do meio, foi o Escovopsis

weberi, parasita classico dos ninhos de formigas cortadeiras (CURRIE et alii, 1999).
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A agricultura praticada pelas formigas cortadeiras tem cerca de 45-65
milhdes de anos (CURRIE, 2001 e MUELLER et alii, 2001). Os jardins séo
mantidos no interior de cameras subterraneas. Sendo o solo um ambiente
microbiolégico téo rico e diversificado é facil supor que a relacdo mutualista seja
constantemente comprometida por patdogenos. Porém, durante estes milhdes de
anos esta relacdo parece nao ter sido afetada por mecanismos de resisténcia. O
gue sO € possivel gracas ao uso de antibidticos muito eficazes. Antibidticos estes
que sdo produzidos pela glandula metapleural, além daqueles originarios da

complexa rede de interagcbes com outros microorganismos existentes nos ninhos.
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CONCLUSAO

Os resultados mostram que a glandula metapleural representa para A.
subterraneus  subterraneus um sistema de defesa potencial contra
microorganismos nocivos na relacédo formiga-fungo simbionte. Embora as formigas
cortadeiras apresentem outros mecanismos de defesa contra agentes patogénicos,
nossos resultados confirmam que a glandula metapleural possui um papel

primordial na manutencao da assepsia da colbnia.

As andlises quimicas dos compostos da glandula metapleural de A.
subterraneus subterraneus indicam a presenca de acidos, hidroxiacidos, assim
como compostos oxigenados mais volateis, os ultimos ndo tinham sido relatados

anteriormente como presentes na glandula metapleural de Attines derivadas.

Os resultados também apresentam indicios do potencial antimicrobiano de
moléculas presentes no EGM como ferramenta no combate a infeccbes causadas

pelos microrganismos de importancia meédica testados.

A importancia do conhecimento das substancias envolvidas na higienizacao
das coldnias € interessante, pois podem ser aplicados em métodos de controle que
atuem especificamente na fisiologia e bioquimica da interacdo formiga-fungo
simbionte. Isto acontece em decorréncia da maior vulnerabilidade ao ataque de
agentes patogénicos adquirida pela colénia com a quebra desta defesa natural.
Fator que fortalece as grandes barreiras impostas no controle de insetos sociais:

estrutura e organizacéao.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Formigas cortadeiras constituem um distinto grupo, ndo sO entre as
formigas, mas entre os insetos de um modo geral. Tal caracteristica é corroborada
pelo fato destes insetos serem considerados derivados e os herbivoros mais bem

sucedidos entre os insetos sociais.

A agricultura j& € praticada pelas formigas cortadeiras por cerca de
65milhdes de anos. E o aperfeicoamento desta tecnologia foi fundamental par o
sucesso destes insetos. As folhas frescas cortadas sé&o usadas como substrato
para o crescimento do fungo, que sera a principal fonte de alimentacdo das
formigas. Para manter as colonias livres de competidores, elas fazem uso de
mecanismos de higiene muito eficientes. Eliminando qualquer microorganismo ou
hifas de fungos indesejados. E ainda quando séo infectadas aplicam compostos

gue protegem os jardins da infestacao de leveduras, fungos ou bactérias.

No Capitulo Il foi verificado o efeito que o extrato da glandula metapleural
apresenta sobre microorganismos que estao relacionados a ecologia das formigas
cortadeiras. A esta glandula ja fora relacionada a atividade antimicrobiana em
algumas espécies de Atta, no entanto somente duas espécies de Acromyrmex
foram estudadas até o momento. Neste capitulo foi possivel observar que o0 EGM
tem efeito bacteriostético retardando o crescimento de S.aureus e E.coli. Contra os
fungos C.albicans e B.bassiana o efeito foi fungicida. No caso de B.bassiana o
resultado revela a importancia desta glandula na assepsia das coldnias, ja que este

fungo é um entomopatogénico de formigas cortadeiras.

A proposta de elucidagéo estrutural foi baseada nas andlises de CG-EM e
ESI-MS. Os problemas encontrados nas analises foram da natureza do extrato que,
segundo a literatura, € composto principalmente por &cidos. Estes sdo pouco
volateis e dificilmente observados nos espectros obtidos por CG-EM. Com relacdo
ao ESI-MS, analises de micromoléculas compostas principalmente por C, H e O séo
dificilmente ionizadas e pouco fragmentadas. No entanto, com a cromatografia
gasosa foi possivel observar que os constituintes desta glandula ndo sdo apenas

acidos. Compostos mais volateis como cetona e ésteres também estdo presentes.
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Apesar de ndo poder inferir estruturas, a fragmentacdo nos espectros de ESI-MS

dao fortes indicios da presenca de acidos nesta glandula.

No Capitulo | levantamos a hip6tese de capina quimica que poderia estar
ocorrendo na confeccéo das trilhas de forrageamento. Tal fato contribuiria para o
sucesso ecoldgico destes insetos. Isto pode ser explicado pela reducédo do custo
energético com constante manutencdo da trilha. O que ocasionaria a maior
eficiéncia no transporte do fragmento vegetal usado como substrato para o cultivo
do fungo simbionte. O extrato da glandula de veneno mostrou atividade herbicida
contra sementes pré-germinadas de alface. A porcentagem de inibicdo de
crescimento, comparando o controle com o tratamento do EGV, foi de 56%. Esta foi
comparavel ao herbicida comercial usado como controle negativo Alaclor. A
pirazina (2) também apresentou efeito herbicida, sendo de 26% a porcentagem de
inibicao.

As andlises quimicas do EGV, de CG-EM assim como ESI-MS, indicam duas
substancias que ainda néo foram descritas como presentes na glandula de veneno
de formigas cortadeiras que sao: 2,5-dimetilpirazina (20) e
2-acetil-3,5-dimetilpirazina (11). Os espectros de ESI-MS ainda revelam indicios de
um composto acido derivado da pirazina (2). Para confirmacéo estrutural de tais
compostos serd necessario a utlizacdo de outras técnicas analiticas. Uma

alternativa é realizar a co-injecdo do EGV com padrfes adquiridos comercialmente.

O fato de serem usadas formigas provenientes de um ninho do campo pode
ter sido um fator primordial para a observacdo de novos compostos. Ja que, a
producdo de um metabdlito usado com esta propriedade herbicida seja estimulada
pela necessidade da confeccdo e manutencdo da trilha. Comportamento

imprescindivel quando estes insetos estdo em seu habitat natural.

Compostos derivados de pirazinas sdo muito usados por varias classes de
insetos. No entanto, 0 sucesso evolutivo que as formigas cortadeiras possuem nos
conduziu a averiguar se existe alguma propriedade especifica das pirazinas
relacionadas a este sucesso. Nao podemos deixar de admitir que esta propriedade

poderia estar relacionada a outro composto. Contudo as pirazinas sédo os principais
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constituintes das glandulas de veneno de formigas cortadeiras, juntamente com o

pirrol (1).

Neste momento ndo é possivel afirmar se a acetilpirazina (11), isoladamente
ou em sinergismo com outros compostos glandulares, foi responsavel pela
acentuada atividade herbicida observada. Nem a influencia deste novo composto
no segmento de trilha. Bioensaios realizados posteriormente poderdo responder

estas perguntas.

Contudo, os resultados corroboram a hipdtese levantada, ja que uma
atividade herbicida dos constituintes da glandula de veneno expressaria menor
custo energético e eficiéncia na atividade de forrageamento realizadas pelas

formigas cortadeiras.
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APENDICES

APENDICE | — Espectro de massas correspondente ao sinal (VII)
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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APENDICE J - Espectro de massas correspondente ao sinal (VIII) no

fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.

Espectro experimental
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APENDICE K - Espectro de massas correspondente ao sinal (VIX) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa

Comparacdao entre os espectros experimental (superior) e teérico (inferior)
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APENDICE L - Espectro de massas correspondente ao sinal (X) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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APENDICE M - Espectro de massas correspondente ao sinal (XI) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa

Comparacdo entre os espectros experimental (superior) e teérico (inferior)
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APENDICE N

Espectro de massas correspondente ao sinal (XII) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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APENDICE O - Espectro de massas correspondente ao sinal (XIll) no
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.

Espectro experimental

Espectro da estrutura sugerida pela biblioteca do programa

Comparacdo entre os espectros experimental (superior) e teérico (inferior)
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APENDICE P - Espectro de massas correspondente ao sinal (XIV) no

fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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APENDICE Q - Espectro de massas correspondente ao sinal (XV)
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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APENDICE R - Espectro de massas correspondente ao sinal (XVI) no

fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.

Espectro experimental
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APENDICE S - Espectro de massas correspondente ao sinal (XVII)
fragmentograma de ions totais obtido para o extrato da glandula metapleural.
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