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Resumo

O metabolismo de vegetais durante o processo digestivo de insetos pode alterar os constituintes
guimicos e potencial bioldgico dos tecidos metabolizados. Inserido neste contexto, o estudo foi
direcionado para determinar possiveis mudancas do perfil quimico e atividades das folhas de Solanum
paniculatum metabolizadas pelo gafanhoto Xileus discoideus. As folhas metabolizadas mostraram
maior toxicidade (CLso 18,9 pg/mL), maior teor de fendlicos (78,03 mgEAG/g) e maior atividade
antioxidante (CEso 7,88) 48,80 quando comparadas com as folhas ndo metabolizadas com valores de
55,70 mgeEAG/g, CEso 48,80 e CLso 45,7 pg/mL, respectivamente. Houve também ativacdo da acéo
antimicrobiana, considerando que as folhas ndo metabolizadas ndo apresentaram atividades até a
concentragdao de 1000 ug/mL. Os perfis quimicos das folhas metabolizadas e ndo metabolizadas
apresentaram diferencas quando comparados pela a analise de CLAE.

Palavras-chave: Xileus discoideus; Solanum paniculatum; Atividade antimicrobiana, toxicidade;
Atividade antioxidante; Metabolismo.

Abstract

The metabolism of plants during the digestive process of insects can alter the chemical constituents and
biological potential of the metabolized tissues. Thus, the present work aimed to evaluate possible
changes in the chemical profile and activity of the Solanum paniculatum metabolized leaves by
grasshopper Xileus discoideus. The metabolized leaves showed greater toxicity (LCso 18.9 pg/mL),
higher phenolic content (78.03 mgGAE /g) and antioxidant activity (ECso 7.88) 48.80 when compared
to non-metabolized leaves with values of 55.70 mgGAE/g, ECsy 48.80 and LCso 45.7 pg/mL,
respectively. It was observed also activation of the antimicrobial action, whereas the non-metabolized
leaves did not show any activity until the concentration of 1000 pg/mL. The chemical profiles of the
metabolized and non-metabolized leaves showed differences when compared by the HPLC analysis.

Keywords: Xileus discoideus; Solanum paniculatum; Antimicrobial activity, toxicity; Antioxidant
activity; Metabolism.
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Introducéo

Os metabolitos secundarios de plantas possuem uma ampla atividade bioldgica e tém a funcdo de
defesa quimica contra inimigos naturais, principalmente contra os insetos [1-3]. Em contrapartida os
insetos desenvolveram mecanismos para superar a defesa da planta, que inclui a biotransformacao de
fitotoxinas para suas formas menos toxicas. Mudancas nos perfis quimicos das folhas de plantas
durante o processo digestivo de insetos podem alterar seu o potencial bioldgico, potencializando
diversas atividades das folhas como atividade antimicrobiana e antioxidante [4].

O estudo do metabolismo de compostos secundarios de plantas por insetos é importante para
entender como esses insetos podem superar as defesas quimicas das plantas, bem como adaptar-se as
plantas hospedeiras [5]. As larvas da borboleta Heraclides brasiliensis é especialista em folhas de
Piper umbellata que acumulam como composto majoritario 4-nerolidilcatecol, um antioxidante e
inseticida natural [6]. Essa adaptacdo pode ser associada com a capacidade das larvas da borboleta
biotransformar o composto 4-nerolidilcatecol no seu &cido correspondente, que é menos toxico e mais
polar do que o composto inicial. Apesar de alguns grupos de pesquisa investigar essas intera¢Oes, ainda
hé poucos relatos de estudos envolvendo metabolismo de plantas por insetos usando a dieta natural dos
herbivoros [7-9]. Neste contexto, o presente estudo foi direcionado para avaliar possiveis mudangas nos
constituintes quimicos e das atividades biol6gicas do extrato bruto etanélico das folhas de Solanum
paniculatum (Solanaceae) metabolizadas durante o processo digestivo do gafanhoto Xileus discoideus
(Orthoptera: Romaleidae).

A espécie X. discoideus sdo gafanhotos de coloragdo marrom-amarelada. As fémeas sdo
maiores do que 0s machos, chegando a atingir 5 cm de comprimento, enquanto os machos chegam a 3
cm. E endémica na América do Sul e tem o habito de se alimentar de plantas da familia Solanaceae,
incluindo S. paniculatum. Esta espécie € conhecida como a "verdadeira jurubeba"”, sendo uma erva
daninha neotropical de ocorréncia muito comum no Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina. E
comumente utilizada para fins culindrios e na medicina popular para o tratamento de disfuncGes

hepéticas e gastricas [10,11].
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Experimental

Material vegetal e entomolégico

As folhas de S. paniculatum e os gafanhotos X. discoideus foram coletados no fragmento de
Mata Atlantica do campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em Recife-PE. A
identificacdo boténica foi realizada pelo Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA e uma exsicata foi
depositada no Herbario Déardano de Andrade Lima com o nimero 88503. O gafanhoto foi identificado
pelo prof. Dr. Argus Vasconcelos de Almeida do Departamento de Biologia da UFRPE. Em cativeiro
foram mantidos 10 gafanhotos com uma dieta exclusiva de folhas de S. paniculatum por 14 dias para a

obtencdo do material fecal (folhas metabolizadas), sendo as folhas trocadas a cada dois dias.
Obtencao dos extratos brutos

As folhas de S. paniculatum (53 g) e das folhas metabolizadas (7 g) foram secos em estufa por
48h a 40°C e em seguida foram triturados separadamente para obtencdo dos extratos brutos. O material
vegetal e entomoldgico seco e triturado separadamente foi submetido a extra¢do exaustiva com etanol
(4x de 125 mL) em maceragdo a frio por 48h. Ambos os materiais foram concentrados a vacuo a 40°C e

obtendo-se os extratos etandlicos das folhas (3,8 g) e das folhas metabolizadas (0,8 g).
Analise por Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia (CLAE)

Os perfis quimicos dos extratos brutos etandlicos das folhas de S. paniculatum e das folhas
metabolizadas foram obtidos por CLAE: 2 mg de cada extrato foi previamente diluido em 1 mL de
MeOH e tratado em cartucho de extragdo em fase sélida (SPE) de silica de fase reversa Cis (Sep-Pak)
como etapa de pré-purificagdo. Em seguida, os extratos brutos foram analisados em um sistema de
cromatografia acoplado a um detector na regido do UV-Vis com de arranjo de diodos (CLAE-DAD)
(Shimadzu LC10), sendo eluidos com H,O:MeOH em gradiente de polaridade, iniciando com uma
mistura de 3:7 por 5min e aumentando a 1:9 por 15 min, usando fluxo de 1mL/min e sendo 20uL o

volume de injecéo.

Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de Solanum paniculatum e das
folhas metabolizadas foi realizada usando os microrganismos Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus

e Mycobacterium smegmatis (Bactérias gram-positivas); Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
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(Bactérias gram-negativas), Candida albicans e Malassezia fufur (Fungos). Foi utilizado o método de
difusdo em disco [12]. A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos brutos das folhas de S.
paniculatum e das folhas metabolizadas foi determinada através do método de diluicdo em microplacas,

conforme metodologia descrita previamente [13].

Atividade citotoxica

Os extratos brutos etanoicos das folhas de S. paniculatum e das folhas metabolizadas foram
testados frente ao microcrustaceo Artemia salina seguindo a metodologia previamente relatada [14]. Os
cistos de A. salina (10 mg) foram incubados em agua do mar artificial sob aeracéo efetiva e iluminacdo
artificial de 30 watts por 24 horas para que houvesse a eclosdo das larvas (metanauplios). Solugc6es dos
extratos foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e solucdo aquosa de sal marinho em
concentragdes variando entre 125 - 500 ug/mL. Para o bioensaio, 10 metanduplios foram transferidos
para tubos de ensaio contendo 5 mL de cada uma das solugdes a serem testadas. Um grupo controle foi
preparado contendo apenas o0s solventes (DMSO e solugéo de sal) e as larvas de A. salina. Os ensaios

foram realizados em triplicata. A contagem do nimero de larvas mortas foi realizada ap6s 24 horas.

Teor de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais dos extratos etandlicos das folhas e das folhas metabolizadas foi
determinado empregando-se o0 &cido galico como composto fendlico padrdo como descrito previamente
[15]. A equacéo da curva de calibragéo do &cido gélico foi: y = 0,1141x - 0,1301, com o coeficiente de

correlacéo de r? = 0,998, onde x é a concentracdo do acido galico e y é a absorbancia a 760 nm.

Avaliacdo da atividade sequestradora do cation radical ABTS™

A atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre estavel ABTS™ (4cido 2,2’-
azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6sulfénico]) foi determinada conforme a metodologia descrita
previamente utilizando o Trolox como padrédo positivo [16]. O cétion radical ABTS* foi preparado pela
mistura de uma solugdo de ABTS com solucBes de persulfato de potassio de em concentracGes finais
de 7 mM e 140 mM. A solugdo foi mantida ao abrigo da luz a temperatura ambiente durante um
periodo de 12-16 h antes do uso. Posteriormente a solugdo de ABTS* foi diluida com etanol até obter
uma solucdo com absorbancia (A) de 0,7 + 0,05 no comprimento de onda de 734 nm, em UV-VIS.
Através de uma triagem preliminar, quantidades apropriadas de ABTS* foram adicionadas as amostras
a fim de obter concentrac@es finais que irdo variar de 5 a 100 pg/mL para o extrato de fezes e de 2,5

pg/mL a 50 pg/mL para o extrato de folhas. Cada concentracdo foi testada em triplicata. Em seguida,
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as solucgdes foram agitadas e, ap6s 10 minutos, a absorbancia das amostras e do padrdo foram medidas
em um espectrofotdmetro de UV-Visivel em comprimento de onda de 734 nm. Os resultados foram
expressos em CEso = DP, que representa a concentragdo da amostra necessaria para obter a metade da

atividade sequestradora dos radicais ABTS*. Sendo utilizado o Trolox como composto padrao.

Resultados e discussdes

Atividade antimicrobiana

Os resultados das atividades e de toxicidade para o extrato etanélico das folhas metabolizadas de
S. paniculatum pelo gafanhoto X. discoideus (EFMSPX) foram surpreendentes quando comparado aos
das folhas de S. paniculatum ndo metabolizadas (EFSP). O EFSP néo apresentou halo de inibig&o pelo
método de difusdo em disco frente aos microrganismos Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Mycobacterum smegmatis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida Albicans, Malassezia
furfur, enquanto o EFMSPX s6 ndo apresentou halo de inibi¢cdo para bactérias gram-positiva M.

smegmatis (Tabela 1). O EFMSPX apresentou maior atividade para a bactéria S. aureus e o fungo M.

furfur com halo de inibigdo de 25 mm.

Tabela 1. Halo de inibicdo em mm para as amostras dos EFMSPX e EFSP

EFSP | EFMSPX

Bactérias Gram-positivas B. subtilis 0 20
S. aureus 0 25

M. smegmatis 0 0

Bactérias Gram-negativas E. coli 0 12
P. aeruginosa 0 16

Fungos C. Albicans 0 16

M. furfur 0 25

As CMI das amostras de EFMSPX com halos de inibicéo superiores a 15 mm para as bactérias
B. substitilis, P. aeruginosa e S. aureus foram determinadas e apresentaram valores de 125, 500 e 1000
pg/mL. As amostras de EFSP ndo apresentaram atividade até a concentracdo de 1000 ug/mL testada
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores das CMI em pg/mL as amostras dos EFMSPX e EFSP

EFSP | EFMSPX
Bactérias Gram-positivas S. aureus >1000 1000
B. subtilis >1000 125
Bactérias Gram-negativas P. aeruginosa | >1000 500
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Atividade citotoxica

A toxicidade dos EFSP e EFMSPX foi avaliada frente a Artemia salinaos, sendo que os dois
extratos apresentaram alta toxicidade com valores de CLso de 45,7 e 18,9 pg/mL, respectivamente,
conforme o critério de classificacdo toxicidade previamente estabelecido [17], no qual: CLse< 80
pg/mL, alta; entre 80ug/mL e 250ug/mL moderada; e CLso> 250 pug/m baixa. A toxicidade das folhas

metabolizadas (EFMSPX) foi duas vezes maior do que a toxidade das folhas ndo metabolizadas (EFSP).
Determinacéo do teor de fendlicos totais

O teor de fenolicos totais do EFMSPX e EFSP foi de 78,0 + 0,79 mgEAG/g e 55,7+ 0,43
mMgEAG/qg, respectivamente. Ao comparar os resultados obtidos, observa-se um maior teor de fendlicos

para 0 EFMSPX (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de fendlicos totais dos extratos brutos das folhas de S. paniculatum e da amostrais
fecais

Extratos Teor de Fendlicos mgEAG/g
EFSP 55,70 £ 0,43 mgEAG/g
EFMSPX 78,03 £ 0,79 mgEAG/g

A atividade antioxidante estd associada ao conteudo de fenol presente nas plantas, embora
diversos outros constituintes, tais como carotenos também apresentam forte atividade antioxidante
[18]. Diversos trabalhos indicam a capacidade antioxidante dos metabdlitos secundarios presentes em
solanaceas; em especial, nos seus extratos polares. O teor de &cidos hidrocindmicos presentes em
extratos de Solanum melongena foi determinado, sendo encontrado como componente majoritario, o
acido clorogénico [19]. Diversos compostos fendlicos foram identificados em Solanaceae, tais como
rutina, naringenina, acido clorogénio e 4cido caféico [20], aos quais tém sido atribuidos parcialmente a

sua atividade antioxidante.

Atividade sequestradora frente ao cation radical ABTS™

A atividade de sequestro dos radicais livres por ABTS* apresentaram valores de CEsy 7,88 *

0,76 pg/mL para o extrato das fezes e de 48,80 +1,55 pg/mL para o EFSP (Tabela 4). Foi observada
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uma correlacdo entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante obtida por ABTS*. Percebe-
se pelos resultados que 0 EFMSPX apresentou CEsp menor que o EFSP indicando uma potencializagédo
da atividade antioxidante. Isso implica que parte dos resultados da atividade sequestradora pode ser

atribuida ao contetido de fendlicos presentes nas amostras.

Tabela 4. Atividade sequestradora frente ao cation radical ABTS™

Extratos CEso (ABTS) pg/mL
EFSP 48,80 +1,55
EFMSPX 7,88 £0,76

Perfil Quimico

A atividade antimicrobiana, antioxidante, toxicidade e conteldo fenolico das folhas de S.
paniculatum foram modificados, ap6s metabolizacdo das folhas pelo gafanhoto sugerindo que houve
alteracdo no perfil quimico das folhas metabolizadas. O perfil quimico obtido por CLAE indicou
diferengas nos cromatogramas dos EFMSPX e EFSP, sugerindo uma biotransformagdo de um dos

constituintes quimicos das folhas durante o processo digestivo do gafanhoto (Figura 1).

100

B 8 8 8 83 8 8

Gafanhoto

3

-]

Folhas Metabolizadas

Figura 1: Perfis cromatogréaficos dos extratos das folhas metabolizadas (EFMSPX) e ndo metabolizadas
(EFSP) de S. paniculatum obtidos por CLAE.
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Consideracdes Finais

Em sumario, as folhas de S. paniculatum sofrem mudancas quimicas e bioldgicas quando
metabolizadas pelo o gafanhoto X. discoideus. Atividade antioxidante e a toxicidade das folhas sdo
potencializadas. Ha ativacdo da acdo antimicrobiana, considerando que as folhas ndo metabolizadas

ndo apresentaram atividades até a concentracdo de 1000 pg/mL.
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