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RESUMO

Cereus jamacaru (Cactaceae) ¢ uma planta do semiarido brasileiro que possui importancia
econdmica e uso na medicina popular. O uso dos antibidticos atualmente comercializados
acarreta em muitos efeitos indesejados e tem levado ao surgimento de bactérias resistentes,
enquanto os inseticidas sintéticos possuem, geralmente, alta persisténcia no ambiente e forte
toxicidade ndo alvo. Nesse sentido, a busca por novos agentes antimicrobianos e inseticidas
tem crescido. O objetivo deste trabalho foi investigar o extrato de cladodios de C. jamacaru
quanto a composi¢do quimica (presenca de lectinas, inibidor de proteases e metabolitos
secundarios), potencial antimicrobiano contra bactérias patogénicas e efeito larvicida para
Aedes aegypti. Cladodios de C. jamacaru foram coletados em Recife, Pernambuco. Os
espinhos foram removidos e os cladodios foram cortados em fatias e secos ao ar. Em seguida,
foram triturados e o p6 (10 g) foi homogeneizado (28°C, 16 h) com solugdo de NaCl 0,15 M
(100 mL) em &gua, utilizando agitador magnético. A mistura foi filtrada e centrifugada (3.000
g, 15 min) e o sobrenadante correspondeu ao extrato de cladodios (CjCE) que foi investigado
quanto a presenga de lectinas utilizando eritrocitos de coelho, inibidor de protease utilizando
tripsina bovina (0,1 mg/mL) e o substrato cromogénico e peptidomimético BApNA (8 mM), e
metabolitos secundarios por cromatografia em camada delgada. O contetido de compostos
fenolicos em CjCE foi determinado utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e uma
curva padrao de acido galico, enquanto flavonoides foram quantificados utilizando o reagente
cloreto de aluminio (20%, m/v) e quercetina como padrdo. Em seguida, o extrato foi
investigado quanto a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH, ABTS e
Fosfomolibdénio. O potencial antibacteriano de CjCE foi determinado utilizando cepas de
bactérias sensiveis ou resistentes a antibidticos pelo método de microdiluigdo em placa. A
concentracdo minima inibitoria (CMI, menor concentra¢do de CjCE capaz de inibir em 50% o
crescimento bacteriano) foi determinada. Ensaio de hemolise por S. aureus foi realizado
utilizando eritrocitos humanos e o efeito de CjCE (128, 64 e 32 ug/mL) sobre a hemolise foi
investigado. O potencial larvicida de CjCE (0,40 a 3,5%, m/v) foi avaliado por tratamento (48
h) de larvas de A. aegypti no terceiro instar (LL3). CjCE causou a aglutinagao dos eritrocitos de
coelho (8 UAH), sugerindo a presenga de lectinas. O extrato reduziu a hidrélise do substrato
BApNA por tripsina, indicando a presenca de inibidor de proteases. A cromatografia em
camada delgada de CjCE revelou a presenca de acucares redutores e analise quali-quantitativa
mostrou 40,20+0,97 mgEAG/g de fenois totais, dentre os quais, 3,36+0,07 mgEAG/g (8,36%)
foram flavonoides. CjCE apresentou relevante atividade oxidante, com capacidade de
sequestro dos radicais ABTS e DPPH (IC50 de 3.735 pg/mL e 2704, 50ug/mL,
respectivamente), mas nao foi habil em causar reducao do fosfomolibdénio. CjCE foi toxico
apenas para cepa de Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) revelando um forte efeito
bacteriostatico (CMI de 199,09+0,85 pg/mL), e reduziu em mais de 90% a lise de eritrocitos
causada pela bactéria, em relagdo ao controle. O tratamento de L3 de Ae. aegypti com CjCE
acarretou em mortalidade de forma dose dependente (CL50 = 0,68 %, m/v). Por outro lado,
quando as larvas foram tratadas com CjCE em concentragdo 10 vezes superior a CL50, houve
eliminacdo do conteudo intestinal coberto pela membrana peritrofica na tentativa de eliminar
os componentes toxicos do extrato. Em conclusdo, o extrato de cladddios de C. jamacaru ¢é
um novo agente antimicrobiano capaz de inibir fortemente o crescimento de S. aureus e
reduzir a toxicidade bacteriana para eritrocitos humanos. Ademais, a toxicidade para larvas de
A. aegypti mostrada aqui aponta o extrato de cladddios de C. jamacaru como interessante
material de partida para obtencdo de formulagdes larvicidas. Os efeitos antibacteriano e
inseticida do extrato podem estar ligados a presenca de lectinas, inibidor de proteases e
compostos fenolicos.



ABSTRACT

Cereus jamacaru (Cactaceae), mandacaru, is a plant from the Brazilian semi-arid region that
has economic importance for livestock farming and use in folk medicine. The use of currently
commercialized antibiotics leads to many unwanted effects and has led to the emergence of
resistant bacteria, while synthetic insecticides generally have high persistence in the
environment and strong non-target toxicity. In this sense, the search for new antimicrobial
agents and insecticides has grown. The aim of this work was to investigate the cladode extract
of C. jamacaru regarding its chemical composition (presence of lectins, protease inhibitors
and secondary metabolites), antimicrobial potential against pathogenic bacteria and larvicidal
effect against Aedes aegypti. Cladodes of C. jamacaru were collected in Recife, Pernambuco.
The spines were removed and the cladodes were cut into slices and air-dried (28°C, 4 days).
Then, the cladodes were crushed and the powder (10 g) was homogenized (28°C, 16 h) with
0.15 M NaCl solution (100 mL) in water, using a magnetic stirrer. The mixture was filtered
and centrifuged (3,000 g, 15 min) and the clear supernatant corresponded to cladode extract
(CjCE) which was investigated for the presence of lectins using rabbit erythrocytes, protease
inhibitor using bovine trypsin (0.1 mg/ mL) and the chromogenic and peptidomimetic
substrate BApNA (8 mM), and secondary metabolites by thin layer chromatography. The
content of phenolic compounds in CjCE was determined using the Folin-Ciocalteu reagent
(10%, v/v) and a gallic acid standard curve, while flavonoids were quantified using the
aluminum chloride reagent (20%, m/v) and quercetin as standard. Then, the extract was
investigated for antioxidant activity using the DPPH, ABTS and Phosphomolybdenum
methods. The antibacterial potential of CjCE was determined using bacterial strains sensitive
or resistant to antibiotics by the plate microdilution method. The minimum inhibitory
concentration (MIC, lowest concentration of CjCE capable of inhibiting bacterial growth by
50%) was determined. Hemolysis assay by S. aureus was performed using human
erythrocytes and the effect of CjCE (128, 64 and 32 pg/mL) on hemolysis was investigated.
The larvicidal potential of CjCE (0.40 to 3.5%, m/v) was evaluated by treatment (48 h) of 4.
aegypti larvae in the third instar (L3). CjCE caused agglutination of rabbit erythrocytes (8
UAH), suggesting the presence of lectins. The extract reduced the hydrolysis of the BApNA
substrate by trypsin, indicating the presence of a protease inhibitor. CjCE thin layer
chromatography revealed the presence of reducing sugars and qualitative-quantitative analysis
showed 40.20+0.97 mgEAG/g of total phenols, among which, 3.36+0.07 mgEAG/g (8, 36%)
were flavonoids. CjCE showed relevant oxidant activity, with the ability to scavenge ABTS
and DPPH radicals (IC50 of 3,735 pg/mL and 2704.50 ng/mL, respectively), but was not able
to cause reduction of phosphomolybdenum. CjCE was toxic only to the Staphylococcus
aureus strain (UFPEDA 02), revealing a strong bacteriostatic effect (MIC of 199.09+0.85
ng/mL), and reduced erythrocyte lysis caused by the bacteria by more than 90%, compared to
to control. The treatment of L3 of Ae. aegypti with CjCE resulted in dose-dependent mortality
(LC50 = 0.68%, m/v). On the other hand, when larvae were treated with CjCE at a
concentration 10 times higher than the LC50, the intestinal contents covered by the
peritrophic membrane were eliminated in an attempt to eliminate the toxic components of the
extract. In conclusion, C. jamacaru cladode extract is a novel antimicrobial agent capable of
strongly inhibiting the growth of S. aureus and reducing bacterial toxicity to human
erythrocytes. Furthermore, the toxicity to A. aegypti larvae shown here points to the C.
jamacaru cladode extract as an interesting starting material for obtaining larvicidal
formulations. The antibacterial and insecticidal effects of the extract may be linked to the
presence of lectins, protease inhibitors and phenolic compounds
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1. INTRODUCAO

As bactérias apresentam distribuicdo ubiqua em todo o planeta e algumas espécies sao
essenciais para a manutencdo da vida. Elas fazem parte da microbiota da pele de seres
humanos e outros animais, além de estarem presentes no intestino e mucosas, evitando o
crescimento de colonias de bactérias nocivas (Santos, 2004). Foster (2002) afirma que
Staphylococcus aureus esta presente naturalmente na pele e nasofaringe humanas, sendo
responsavel por infecgdes em tecidos moles, regido interna de vasos sanguineos e
ocasionando mortes de pacientes em hospitais. Para o tratamento de infec¢des bacterianas, sdo
utilizados antibioticos, alguns deles baseados em moléculas naturais, produzidas por seres
vivos com fungdes que envolvem a defesa do organismo contra patégenos e predadores ou
mediam relagdes com outros hospedeiros (Hutchings & Truman, 2019). Contudo, o uso
indiscriminado de antimicrobianos se tornou um grave problema de saude publica, visto que
as bactérias tém desenvolvido resisténcia a a¢do das drogas atualmente disponiveis (Arias; De
Maio Carrilho, 2012).

A resisténcia bacteriana representa um problema decorrente do uso clinico ndo
meticuloso de fArmacos (Wannmacher, 2004). Desta forma, pesquisas baseadas na fitoterapia
estdo dedicando esforcos para a bioprospeccao de novas substancias e elementos que sejam
eficazes no combate a microrganismos resistentes (Haluch, 2020). Como alternativa, estao os
antimicrobianos de origem natural. Obtidos de fontes animais ou vegetais, os antimicrobianos
naturais podem impedir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos (De Melo Barros
et al., 2020).

O desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais,
resultantes do metabolismo de oxigénio, e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante nos
organismos pode levar ao estresse oxidativo. (Kumaran & Karunakaran, 2006). Os radicais
livres podem ser eliminados e o seu efeito minimizado por substancias antioxidantes, dentre
as quais os produtos naturais sdo um importante exemplo. Pesquisas t€ém apontado que o
consumo de alimentos ricos em antioxidantes ¢ essencial para prevenc¢ao de doencas
cardiovasculares ¢ cancer. (Gerber et al., 2002; Kris-Etherton et al., 2002; Kumaran &
Karunakaran, 2006).

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) transmite a humanos as arboviroses, através da picada,
dengue, zika e chikungunya, ao se instalar a infec¢do expressa varios sintomas até quadros
hemorréagicos. No Brasil os fatores climaticos e o crescimento populacional desordenado sdao

favoraveis a epidemias ao longo do ano. (Oliveira et al., 2020). Diversos estudos mostram que
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os fatores de disseminagdo de vetores estdo o clima, fluxo populacional, condi¢des precarias
de saneamento, abastecimento de dgua inadequado, moradias inapropriadas, coleta de lixo
insuficiente que acumula lixo e os possiveis focos de vetores (Almeida et al., 2020). Tais
questdes implicam na saide publica devido as despesas no sistema Unico de satde para
atendimento dos pacientes. A ineficacia dos servigos de campanhas de saide como a falta de
capacitagdo dos agentes de endemias e a falta de conhecimento da populagdo em geral sobre
as doencas causadas pelo vetor de. aegypti, mostram a importancia do combate deste vetor
com iniciativas frequentes (Mendonga et al., 2009).

Os larvicidas de origem vegetal sdo importantes alternativas no combate de vetores de
doengas, uma vez que o uso de produtos sintéticos tem levado ao surgimento de populagdes
de insetos resistentes (Araajo et al., 2022). Inibidores de proteases também podem apresentar
efeito antimicrobiano, repelem e podem levar insetos a morte. (Silva-Lopez, 2009).

Cereus jamacaru (mandacaru) ¢ uma planta da familia Cactaceae presente no
semiarido brasileiro que possui importancia econdomica para a pecuaria € uso na medicina
popular, sendo as raizes utilizadas para tratar doengas cardiacas (Davet et al., 2009). Sao
ainda descritas propriedades contra escorbuto e problemas respiratérios (Sales et al., 2014).
Este trabalho teve como objetivo investigar o extrato de cladodios de C. jamacaru quanto a

composicdo quimica, potencial antimicrobiano contra S. aureus e efeito larvicida para Ae.

aegypti.

2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Bactérias e resisténcia a antibioticos

As bactérias apresentam importdncia na ciclagem de matéria organica, como
causadores de doencas ou mesmo como simbiontes ¢ ocupam os mais diversos habitats no
ambiente e no corpo humano (Santos, 2004). Porém, as espécies de bactérias patogé€nicas para
humanos ¢ outros animais tém acarretado sérios problemas a saude publica e, embora a
descoberta dos antibidticos tenha reduzido a mortalidade e revolucionado o tratamento de

doengas infecciosas, muitos sdo os relatos de cepas resistentes (Caldas et al., 2021).

A resisténcia bacteriana consiste na capacidade de reproducdo das colonias de
bactérias na presenca de antimicrobianos em concentracdes maiores do que aquelas

recomendadas pela terapéutica. Em outras palavras, a resisténcia representa um problema
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decorrente do uso clinico ndo meticuloso destes farmacos (Wannmacher, 2004). Uma
variedade de glicanos constituem a parede celular das bactérias que, por sua vez, conferem
protecao contra lise osmotica sendo importante para sobrevivéncia das bactérias. Assim, a
parede celular de bactérias ¢ um alvo para os antibidticos como a penicilina. (Tra & Dube,

2014).

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) possui lista de agentes patogénicos
prioritarios para novos antibidticos, sendo dividido em prioridade 1 (critica), prioridade 2
(alta), prioridade 3 (média) (OPAS, 2017). As criticas sdo: Acinetobacter baumannii,
resistente a carbapenema; Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenema;
Enterobacteriaceae, resistente a carbapenema, produtoras de ESBL. As com Prioridade alta
Enterococcus faecium, resistente a vancomicina; Staphylococcus aureus, resistente a
meticilina, com sensibilidade intermediaria e resisténcia a vancomicina; Helicobacter pylori,
resistente a claritromicina; Campylobacter spp., resistente as fluoroquinolonas; Salmonellae,
resistentes as fluoroquinolonas; Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina, resistente
as fluoroquinolonas. (OPAS, 2017). E Prioridade média, Streptococcus pneumoniae, sem
sensibilidade a penicilina; Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina; Shigella spp.,

resistente as fluoroquinolonas. (OPAS, 2017).
2.2 Antimicrobianos naturais
2.2.1 Lectinas

Estudos de bioprospecgao para identificacdo de novos agentes antimicrobianos t€ém
sido estimulados pela ocorréncia de bactérias resistentes aos antibioticos atualmente
comercializados. Nesse sentido, os produtos naturais tém despertado interesse por
apresentarem, geralmente, agdo mais especifica e menor toxicidade nao alvo (Sales et al.,
2020). As lectinas sdao proteinas cuja estrutura molecular ¢ complexa, dotada de pelo menos
dois sitios de reconhecimento de carboidratos, capazes de ligar monossacarideos,
oligossacarideos ou glicoconjugados, através de pontes salinas, liga¢cdes de hidrogénio ou
interagdes hidrofobicas. (Silva et al., 2016) A interacdo entre lectinas e carboidratos ¢
reversivel e especifica, e proporciona uma diversidade de atividades bioldgicas. A capacidade
das lectinas de estabelecer interagdes cruzadas com carboidratos presentes na membrana ¢é

detectada por ensaios de aglutinacgao utilizando eritrdcitos (Velayutham et al., 2017).
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Segundo Brito (2011), as lectinas interagem com os carboidratos da superficie da
membrana dos microrganismos fazendo a identificagdo de cepas bacterianas através de reagao
de aglutinacao seletiva, uma vez que existem acgucares especificos expressos apenas em
células procaridticas que podem ser consideradas alvos importantes para diagnostico e agao
de drogas (Tra & Dube 2014). A atividade antibacteriana das lectinas se deve a resposta da
reacdo com glicoconjugados presentes na parede celular dos microorganismos como o acido
teicoico e teicurdnico. Para Correia et al. (2008), lectinas podem levar as células bacterianas a
perda de contetido celular através da formacao de poros na membrana.

O reconhecimento especifico e a ligagdo aos glicanos de superficie microbianas nem
sempre indicam atividade bioldgica, o estado oligomérico de proteinas pode interferir contra
microrganismos. A identificagdo de mecanismos importantes para aplicacdo eficaz de
compostos de origem vegetal ¢ util para aumentar a eficacia e prever mecanismos de
resisténcia futuras. (Pichl et al., 2016; Coelho et al., 2018).

As células microbianas utilizam o processo de detec¢do quorum sense (QS) que
permite alteracdo de comportamento com um sistema de comunicagao intercelular de maneira
sincrona a resposta a mudancas na densidade populacional e composicdo de espécies na
comunidade. Mecanismos anti-QS interferem na expressdo génica tornando o0s
microrganismos com capacidade de multiplicagdo reduzida (Silva et al., 2016; Coelho et al.,
2018). As lectinas podem apresentar a capacidade de interromper o QS interferindo em
fungdes essenciais para vida celular (Klein et al., 2015; Jayanthi et al., 2017).

Iordache e colaboradores (2015) apresentaram atividade antibacteriana e antifiingica
contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e fungos, através da interacdo com
peptidoglicanos, polissacarideos, lipopolissacarideos, acido teicoico e teicuronico na parede
celular. O género Lippia, assim como a familia Verbenaceae através dos seus multiplos
compostos quimicos, especialmente carvacrol, timol, citral, geraniol, sesquiterpenoides e
terpenoides, que conferem elevada atividade antibacteriana. (Costa et al., 2017). Avaliagdes in
vivo ou in vitro podem ser realizadas para determinar o potencial antibacteriano ¢ o modo de
interacao das lectinas, como ¢ o caso do teste de difusdo em disco que fornece resultados
qualitativos (Velayutham et al., 2017), também sendo possivel distinguir efeitos bactericida e
bacteriostatico. Adicionalmente, a interacdo lectina-microorganismo pode ser revelada por
microscopia confocal, citometria de fluxo, circular dicroismo e western blotting. (Zhou & Sun
2015; Chikalovets et al., 2015; Sun et al., 2016; Arasu et al., 2017). Alteracdes na

permeabilidade das células bacterianas induzidas por lectinas podem ser reveladas por
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técnicas como fluorescéncia, quantificacdo de vazamento de proteinas, microscopia eletronica
e estudos de modelagem computacional (Mukherjee ef al., 2014; Moura et al., 2015).

Uma maior atividade contra bactérias Gram-positivas (S. aureus),ocorre
provavelmente devido a maior quantidade de peptidoglicano presente em sua parede celular
quando comparado as bactérias Gram-negativas. Este peptidoglicano contém
N-acetilglucosamina, que ¢ um alvo potencial para lectinas com afinidade quitina, como
WSMoL (Moringa oleifera seeds) (Santos Nunes et al., 2011). Essa atividade se deve a
capacidade dessas lectinas de interagir com glicoconjugados e polissacarideos presentes na
parede celular bacteriana. Essas interagdes podem danificar a parede e a membrana celular e
ser responsaveis por comprometer o desenvolvimento do biofilme (Paiva et al., 2010; Klafke
et al., 2013; Trentin et al., 2013). A lectina de Andrias davidianus (ADL) apresentou efeitos
sobre cadeia respiratéria e producdo de energia das células bacterianas, alterando o
metabolismo respiratorio e afetando o ciclo do 4acido tricarboxilico e a via da hexose

monofosfato (QU et al., 2015).
2.2.2 Inibidores de proteases

Os inibidores de proteases sao moléculas proteicas de baixo peso molecular que
podem atuar como peptideos antimicrobianos (AMPs) (Bramusse ef al., 2020). Os AMPs tém
amplo espectro de atividade com baixa citotoxicidade para células de mamiferos e agao
sinérgica com outros peptideos e antibidticos convencionais. (Aguieiras et al., 2021).

AMPs foram encontrados em ampla variedade de espécies de plantas para as quais
desempenham papel protetor geral contra patdégenos de plantas. Quando in vivo, os inibidores
de protease vegetais tém sua expressao induzida por herbivoria ou pelo ataque de patdogenos, e
podem inibir o crescimento de microrganismos por bloquear enzimas relacionadas a nutri¢ao
das bactérias. Em adi¢do, tém-se relatado que os inibidores podem prevenir a carcinogénese e
influenciar na coagulacdo sanguinea ou qualquer outra atividade que envolva a atuacdo de
proteases (Kennedy, 1998; Kim et al., 2009; Wang et al., 2020). Também existem relatos que
inibidores de serino-protease de batata e outras plantas t€ém efeito inibidor do crescimento de
células tumorais (Huang et al., 1997; Carmen et al., 1998; Kennedy, 1998).

Os inibidores Bowman-Birk (BBIs) sdo proteinas vegetais ricas em dissulfeto de 60 a
90 residuos, que incluem pelo menos 14 residuos de cisteina formando sete ligacdes dissulfeto
e duas algas inibitorias, com atividade anti quimotripsina e antitripsina (Kaas & Craik, 2013).

O BBI estéd envolvido na prevencao de tumorigénese e redugdo da nefrotoxicidade induzida
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pelo antibidtico gentamicina, sem acarretar efeitos colaterais afetando atividade
antimicrobiana. (Kim et al., 2009).

O uso de antimicrobianos de origem vegetal apresenta vantagens como eficacia maior
e menor efeito adverso. Caracterizar, investigar e diferenciar esses compostos podem
demonstrar relacdes moleculares e alternativas terapéuticas aos produtos convencionais.

(Cotabarren et al., 2020).
2.3 Atividade Antioxidante
2.3.1 Extratos Vegetais com Aciao Antioxidante

Os extratos vegetais com a¢do antioxidante atuam como agentes redutores cuja agao
pode acarretar na neutralizagdo de radicais livres, doando um 4tomo de hidrogénio, ou
impedir a formacao de peroxidos. (Kumaran & Karunakaran, 2006). Os radicais livres estdo
envolvidos em muitas doengas, pois as reagdes bioquimicas geram no sistema biolodgico
espécies de oxigénio com alto potencial para danificar biomoléculas. (Halliwell & Gutteridge,
1990).

Em analises de atividade antioxidante, utilizando os radicais DPPH, ABTS, e ensaio
usando a co oxidacdo do B-caroteno frente ao acido linoleico tém sido muito utilizados para
verificar a capacidade sequestradora de radicais livres de muitos produtos naturais (Li et al.,
2011; Alves et al., 2010). A descoberta de compostos antioxidantes novos e seguros de fontes
naturais tem aumentado devido a importancia em prevenir o dano oxidativo as células vivas,
enquanto o uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido devido a suspeita de atividade como

promotores de carcinogénese (Lima et al., 2010).
2.4 Aedes aegypti e saude publica

A facil adaptagdo com habitos oportunistas, adequacdo em diversas situagdes
ambientais e distribui¢do cosmopolita em regides tropicais e subtropicais do mundo (Carvalho
& Moreira, 2017; Busato ef al., 2014), juntamente com dados da OMS (2019), mostram que o
alerta a respeito do Aedes aegypti corresponde ao habito hematofago da fémea, a qual atua
como vetor de doengas virais para humanos, uma vez que a mesma esteja infectada, sendo
assim capaz de gerar epidemias.

O Aedes aegypti atualmente constitui um risco a saude publica por ser vetor de varias
doencas como dengue, zika e chikungunya. Esse culicideo desenvolveu comportamento

dependente do ambiente urbano. (Beserra et al., 2009). O processo de urbanizag¢do, acimulo
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de lixo e armazenamento de 4agua em recipientes descartados irregularmente facilita o
acimulo de dgua e desenvolvimento de larvas. (Tauil, 2002).

As estratégias de controle do mosquito sdo baseadas em produtos quimicos que
exigem monitoramento constante, essas medidas fazem com que o inseto desenvolva
resisténcia. (Luna et al., 2004). Essa resisténcia impulsiona o desenvolvimento de meios
alternativos de combate a esse vetor, tendo como foco a redug¢do dos impactos dos produtos
quimicos ao meio ambiente e a biodiversidade, ou seja, possibilidades ambientalmente
seguras, com menos danos a sade humana e menores taxas de desenvolvimento de
resisténcia. (Carvalho et al., 2015; Cruz et al., 2020; Araujo et al., 2022). Uma alternativa

para isso ¢ o uso de larvicidas ou inseticidas de origem vegetal.
2.4.1 Extratos Vegetais com Atividade Larvicida

As plantas possuem substancias quimicas usadas para defesa contra herbivoria sendo
também utilizadas como inseticidas. Algumas familias e géneros de plantas produzem
diversos compostos secundarios e apresentam atividade larvicida. Como o género Clusia da
familia Clusiaceae. (Dourado, 2006). O extrato do caule de Clusia hilariana causou
interferéncia na muda e metamorfose promovendo acdo inseticida contra um inseto-praga da
cultura de algodao, Dysdercus peruvianus, portanto, essa planta apresenta-se como um
potencial alternativo de controle desse inseto (Rosado et al., 2019). Varias analises também ja
mostram a atividade de extratos vegetais contra diversos mosquitos, inclusive o Ae. aegypti.
(Guimaraes et al., 2001; Markouk et al., 2000; Silva et al., 2004; Lima et al., 2006).

Os taninos vegetais podem ser proveitosos no controle de mosquitos devido aos efeitos
toxicos associados a culicideos. Efeitos toxicos de taninos sobre os culicideos sugeriram que
os taninos vegetais podem ser Uteis como complemento em programas de controle de espécies
de mosquitos associados a atividade humana. M. pubescens possui tanino catéquico € em seu
extrato evidenciou alteragdes morfoldgicas e morte de larvas de Ae. aegypti. (Arruda et al.,
2003; Silva et al., 2003; Silva et al., 2004). Taninos sdo compostos fenolicos, soluveis em
agua, apresentam acdo bactericida e de inibicdo enzimatica. (Scalbert, 1991; Simdes et al.,
2001).

A andlise de compostos naturais, com efeito, larvicida além de apresentarem eficacia

também possuem ampla variedade de possibilidades devido a ampla biodiversidade brasileira.
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2.5 Cereus jamacaru

A espécie de cacto popularmente conhecida como Mandacaru, Cereus Jamacaru DC,
pertence a familia Cactaceae, ¢ endémica do Brasil em regides do Nordeste, Norte, Centro
Oeste e Sudeste. Amplamente encontrado nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, norte de Minas Gerais, Goias e Tocantins. E
classificada como angiosperma, geralmente suculenta perene xerofitica adaptada a regides
semi aridas, podendo também estar presente na regido urbana. Possui caule (cladddio) verde
alongado suculento e ereto do tipo colunar, com gomos e espinhos, flores grandes coloridas e
fruto com tom rosa-avermelhado no formato ovoide (baga deiscente). (Matos & Oliveira,
2021; Leal Sales et al., 2014; REFLORA,2020; Silva ef al.,2019).

No Nordeste brasileiro possui importante uso medicinal popular e econdmico, com
estudos que apontam seu uso em doencas renais (casca e caule), doencgas respiratorias (raiz),
ulcera estomacal (caule), disturbios digestivos (caule), colesterol alto (caule), gripe (raiz),
Infec¢do urindria e inflamacgdo da prostata (raiz). (Brando Messias, 2010). Outras aplicagdes
sdao uso nutricional, forrageio animal durante a estiagem e uso ornamental. (Dantas &
Oliveira, 2019). Seu uso medicinal amplo na regido Nordeste oferece indicios para a
importancia desse cacto sendo evidente a consideracdo de estudos farmacoldgicos para uso

popular e barato.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar o extrato de cladodios de Cereus jamacaru (CjCE; do inglés, Cereus
jamacaru cladode extract) quanto aos seus constituintes quimicos e investiga-lo quanto ao

potencial antioxidante, antibacteriano contra S. aureus e larvicida para Ae. aegypti.

3.2 Especificos

° Obter CjCE a partir de cladddios de Cereus jamacaru utilizando salina.

° Avaliar CjCE quanto a presenca de lectinas e inibidor de protease.

° Caracterizar CjCE quanto ao contetido de metabolitos secundarios.

° Determinar o contetdo de compostos fendlicos e de flavonoides em CjCE.

° Investigar CjCE quanto ao potencial antioxidante.
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° Determinar o efeito de CjCE no crescimento e viabilidade de bactérias de importancia
médica.

° Investigar o efeito de CjCE na lise de eritrécitos humanos causada por bactérias.

° Avaliar o efeito de CjCE na sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao do extrato de cladodios de C. jamacaru

O acesso ao material vegetal esta registrado na plataforma SisGen — Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional sob o protocolo
A68A2BA. Espécimes de C. jamacaru foram coletadas em Recife, Pernambuco (Figura 1). A
autenticidade da planta foi avaliada e um exemplar foi depositado no herbario PEUFR sob o
numero de registro 57019 (UFRPE, Recife, PE, Brasil). Apds retirados os espinhos, os
cladddios foram cortados em fatias e secos ao ar (28°C) durante 4 dias. Em seguida, foram
triturados, € o p6 obtido (10 g) foi homogeneizado com solugdo de NaCl 0,15 M (100 mL)
durante 16 h a 28°C, em agitador magnético. Apos filtragdo e centrifugagdo (3.000 g, 15 min),

o sobrenadante correspondeu ao extrato de cladodios (CjCE).

Figura 1. Aspecto geral de Cereus jamacaru (A-B). Preparacdo dos cladédios (C) para o
processo de extracdo. Cladddios desidratados (D) por secagem ao ar (28° C) durante 4 dias.

.

Fonte: A autora, 2023
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4.2 Caracterizac¢io quimica do extrato de cladodios de C. jamacaru

4.2.1 Investigaciao da presenca de lectinas

CjCE foi investigado quanto a presenca de lectinas através do ensaio de atividade
hemaglutinante (AH) realizado em placas de microtitulagdo, utilizando eritrocitos de coelho
tratados com glutaraldeido. O Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE aprovou o
método de coleta dos eritrocitos (processo 23076.033782/2015-70). O valor da AH
correspondeu ao inverso da menor diluicio da amostra que causou hemaglutinagdo. A
atividade hemaglutinante especifica (AHE) foi definida como a razdo entre o titulo e a

quantidade total de proteinas utilizada no ensaio.

4.2.2 Investigacao da presenca de inibidor de proteases

A investigacao da presenca de atividade inibidora de tripsina em CjCE foi realizada
em placas de microtitulagdo utilizando tripsina bovina (5 pL, 0,1 mg/ml, em tampao Tris-HCI
0,1 M, pH 8,0 contendo CaCl, 0,02 M) que foi incubada com diferentes concentracdes do
extrato. Em seguida, 5 pl do substrato N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA)
foram adicionados e o volume de cada pogo foi ajustado para 200 pul com tampao Tris-HCI
0,1 M, pH 8,0. Foram realizados controles do substrato (auséncia da enzima e do extrato), do
extrato (auséncia de enzima e substrato) e enzima 100% (auséncia do extrato). A inibic¢ao foi
quantificada por meio da atividade residual das enzimas e expressa em relagdo a hidrolise do

substrato promovida na auséncia do extrato.

4.2.3 Investigacio da presenca de metabdlitos secundarios

A presenga de metabdlitos em CjCE foi investigada por cromatografia em camada
delgada. O extrato (1 mg/mL) foi solubilizado em dimetilsulféoxido P.A. e diluido em em
metanol P.A. Em seguida, a mistura foi levada ao banho de ultrassom por 3 min para completa
solubilizacao. Os padrdes (0,5 mg/mL) para cada classe de compostos investigada foram
preparados em metanol P.A. CjCE e os padrdes foram aplicados de forma manual em
placas cromatograficas de silica gel 60 - F 254 (Macherey-Nagel ®, Alemanha) que foram
desenvolvidas em cubas apos saturagdo com a fase movel (Tabela 1). A cuba foi saturada
durante 15 minutos a 28° C e as bandas (largura de 0,5 cm) foram aplicadas com uma

distancia de 0,5 cm entre elas e das bordas das placas. A largura e o comprimento das placas
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cromatograficas foram de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem e com
término 0,5 cm do limite da placa. Apos a eluigdo, as placas foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabolito e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz
visivel, e em seguida, foram digitalizadas. As bandas resultantes foram comparadas as bandas

dos padrdes correspondentes.

Tabela 1. Condigdes cromatograficas para identificacao do perfil quimico de CjCE por
cromatografia em camada delgada.

Classe de metabolito Sistema Padrao Revelador
Derivados Cinamicos (90:5:5) Acido cafeico AlCI;,
Flavonoides (90:5:5) Rutina AlCI;,

Taninos hidrolisaveis (90:5:5) Acido galico FeCl,

Taninos Condensados (90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica + A
Cumarinas (50:50:50) Cumarina KOH
Terpenos/Esteroides (90:10) [-sitosterol Liebermann-Burchard + A
Saponinas (16:10:2,5) Escina Liebermann-Burchard + A
Antracénicos (20:30:15:0,5)  Senosideo B HNO; + A + KOH
Acucares (100:11:11:27) Frutose Timol + H,SO, + A
Alcaldides (70:20:10) Piperina Dragendorff

AICl;: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeCl;: Cloreto férrico; A: Aquecimento; KOH:
hidréxido de potéassio; HNOx: Acido nitrico; H,SO,: Acido sulfarico. 90:5:5 = Acetato de
etila, 4acido formico e dgua; 50:50:50 = Tolueno, éter etilico e acido acético glacial
(saturacao); 90:10 = Tolueno, acetato de etila; 100:11:11:26 = Acetato de etila, acido acético
glacial, acido férmico e agua; 16:10:2,5 = Cloroformio, metanol e agua; 20:30:15:0,5 =
Acetato de etila, alcool n-butilico, dgua e 4cido acético glacial; 70:20:10 = Tolueno, acetato de
etila, dietilamina.

Fonte: NUDATEEF, 2023.

A andlise quantitativa da presenca de compostos fenolicos e flavonoides foi realizada
de acordo com Li et al., (2007) e Woisky e Salatino (1998), respectivamente, com pequenas

modifica¢des. CjCE (20 pL; 1 mg/mL) foi adicionado em uma placa de 96 pogos junto com o



20
reagente de Folin-Ciocalteu (100 pL, 10% v/v) e carbonato de sédio (80 puL, 75 g/L). Apds 30

min de incubacdo no escuro a 28 °C, a absorbancia a 765 nm foi determinada. O conteudo de
fendis totais em CjCE foi calculado usando curva-padrao do acido galico (y = 0,0066x +
0,0273pg/mL, R? = 0,9859) como referéncia e os resultados foram expressos em miligramas
de equivalente de acido gélico por grama de extrato (mg EAG/g). O teor de flavonoides foi
analisado incubando-se CjCE (100 pL, 1 mg/mL) e o reagente cloreto de aluminio 20% (m/v)
em uma placa de 96 pogos. Apds 1h de incubagao no escuro a 28 °C, a absorbancia a 420 nm
foi determinada. O conteudo de flavonoides em CjCE foi estimado usando uma curva-padrao
da quercetina (y = 0,0329x + 0,0333 pg/mL, R? = 0,9986) como referéncia e os resultados

foram expressos em miligrama de equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ/g).

4.3 Analise do potencial antioxidante e dosagem de compostos fendlicos e

flavonoides.
4.3.1 ABTS

O ensaio de eliminagao de radicais ABTS foi realizado de acordo com Re et al. (1999)
com modificagdes. Foi preparada uma solucdo do radical ABTS dissolvendo 7 mM do ABTS
em 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S208). A mistura foi deixada em repouso durante
16 horas (tempo necessario para a formagao do radical) no escuro e a temperatura ambiente
antes da utilizacdo. Esta solugdo previamente preparada foi diluida em etanol para se obter
uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Para o método de ABTS, foram misturados 20 pL.
dos extratos com 1 mL da solu¢do de ABTS e deixados em repouso durante 6 min. Em
seguida, foi lida a absorbancia a 734 nm. A eliminagdo dos radicais ABTS foi estimada em
porcentagem apos o calculo da inibi¢do dos radicais, feito pela seguinte formula: Inibi¢ao do
ABTS (%) = (Ac — Ae)/Ac x 100. Com os resultados da aplica¢do da férmula, foi tragado um
grafico da atividade contra as diferentes concentragdes dos extratos e obteve-se o ICs

(Concentragao Inibitdria de 50%).
4.3.2 Reduciao do fosfomolibdénio

O ensaio de reducao do fosfomolibdénio foi realizado de acordo com Prieto et al.
(1999) 1 mg do extrato foi diluido em 1 mL de solucdo a 5% de DMSO, da qual uma aliquota
de 100 pl foi combinada com 1 mL de solugdo de reagente (acido sulfirico a 600 mM, 28

mM de fosfato de sodio e molibdato de amdnio 4 mm). Os microtubos de 1,5 mL foram
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tapados e incubados em banho-maria a seco por 90 °C durante 90 min. Posteriormente, a
absorbancia foi medida a 695 nm contra um em branco (1 mL de reagente e 100 pl de
solvente). A atividade foi expressa em relagao ao acido ascorbico e calculada pela seguinte
formula: AAT (%) = (Abs amostra - Abs controle Abs) / (ac. ascorbico - Abs controle) x 100.
Onde, Abs corresponde a absorbancia. Com os resultados da aplicacdo da féormula, foi tracado

um grafico da atividade contra as diferentes concentra¢des dos extratos e obteve-se o ICs,

4.3.3 DPPH

O método utilizado foi baseado na metodologia de Blois (1958), utilizando o radical
estavel DPPH. 1 mg dos extratos foi diluido em 1 mL de metanol, dos quais foi realizada uma
dilui¢do seriada nas concentracdes de 15,625 pg/mL - 1000 pg/mL. 40 pL destas
concentragdes foram adicionadas a 250 puL do reagente DPPH em uma placa de 96 pogos.
Apos 30 min de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a
517 nm. Calculou-se a porcentagem de atividade de eliminacdo de radical DPPH pela
seguinte formula: Eliminagdo DPPH (%) = (Ac — Ae)/Ac x 100. Com os resultados da
aplicagdo da formula, foi tragado um grafico da atividade de eliminagdo do DPPH contra as
diferentes concentragdes dos extratos e obteve-se o ICs,, que denota a concentragdo da

amostra necessaria para diminuir a concentragao inicial de radicais DPPH em 50%.

4.4 Investigacio do potencial antimicrobiano do extrato de cladodios de C.

jamacaru.

A atividade antimicrobiana de CjCE foi testada contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa (NCTC 12423 e ATCC 27853), S. aureus (ATCC 2413, UFPE, UFPEDA 02 e
NCTC), Salmonella typhi (ATCC 14028), Proteus mirabilis (ATCC 43071), Acinetobacter
baumannii (IC), Acinetobacter baumannii (ATCC) e Escherichia coli (1061693) e contra
cepas de bactérias multirresistentes (Tabela 2). Todas as cepas foram fornecidas pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As cepas
foram mantidas em meio Mueller Hinton (MH) so6lido e liquido durante os experimentos e
estocadas em Glicerol 100% e meio Brain Heart Infusion (BHI) a 4°C. A suspensdo
bacteriana (1,5 x 108 UFC/mL) foi inoculada em placas de 96 pogos com 160 pL do meio MH
caldo e 20 uL de CjCE (2-1024 pg/mL). A mistura foi incubada por 24 h a 37°C e a

absorbancia (600 nm) foi determinada em leitor de microplacas. A Concentragdo Minima
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Inibitoéria (CMI), definida como a menor concentragdo de CjCE capaz de inibir 50% do
crescimento bacteriano, foi determinada pelo método de microdiluicdo em placa (CLSI,
2015). A inibicao do crescimento bacteriano foi determinada pela reducdo na densidade optica
em comparagdo com o controle de crescimento (20uL das cepas bacterianas crescidas em 180

uL de MH).

Tabela 2. Bactérias Multirresistentes

Cepa Espécie Mecanismo de resisténcia
L69 Enterobacter cloacae CTX M9
L72 E. coli TEM - L
L76 K. pneumoniae CMP -1
L79 P. aeruginosa GCM
L80 P. aeruginosa VCM
L85 K. pneumoniae KPC/RMTG
L86 K. pneumoniae KPC/RMTGH
C119 K. pneumoniae MCR - L
S9T7A Acinetobacter sp. MCR - 4

Fonte: A autora, 2023.

4.5 Efeito do extrato de claddodios de C. jamacaru em hemdlise causada por S.
aureus

O ensaio de hemolise bacteriana foi realizado de acordo com Lee et al. (2013).
Eritrécitos humanos foram obtidos através da coleta de sangue em tubo de citrato, de um
voluntario adulto, saudavel e ndo fumante, com autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos - CEP da UFPE (processo 33550320.1.0000.5208). Solu¢ao de
eritrocitos (500 pL; 10%, v/v) foi incubada com o inoculo bacteriano (S. aureus, cepa
UFPEDA 02; 500 pL; 1,5 x 10® UFC/mL) a 37°C por 1h com agitagdo de 250 rpm. Em
seguida, CjCE (128, 64 e 32 pg/mL) foi adicionado e a mistura foi incubada por 24h em
estufa. Apos centrifugacao (3000 rpm, 10 min), o sobrenadante foi separado e transferido para

uma placa de 96 pocos estéril. A lise das hemacias pela a¢do das bactérias foi medida pela
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determinagdo da densidade Optica em leitor de microplaca a um comprimento de onda de 543
nm, e o percentual de lise foi calculado em relagdo ao controle (100% de hemolise) realizado

na auséncia de CjCE.

4.6 Efeito do extrato de cladodios de C. jamacaru na sobrevivéncia de larvas de
Ae. aegypti

Ovos de Ae. aegypti foram obtidos a partir de colonias estabelecidas no Laboratorio de
Toxicologia do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco a
partir de ovos da linhagem Rockefeller, sensiveis a inseticidas sintéticos (Cruz et al., 2020).
Os ovos foram depositados em vasilhas plasticas transparentes contendo 1 L de 4gua mineral
e 1 grama de flocos de ragdo para peixes (Friskies®). Apds a eclosdo, as larvas foram
mantidas a uma temperatura constante de 26 £ 1 °C, fotoperiodo 12/12 (claro/escuro) e
umidade de 38 + 2 % até o terceiro instar (L3).

O bioensaio larvicida (WHO, 1970) foi realizado em sala climatizada com temperatura
média de 26 °C, umidade relativa do ar de 38% e fotoperiodo 12/12 (claro/escuro), utilizando
recipientes semi-acrilicos transparentes com capacidade de 150 mL. Vinte L3 foram tratadas
com 20 mL de CjCE (0,40 a 3,5%, m/v) ou 4agua destilada (grupo controle). Foram realizadas
triplicatas e a sobrevivéncia das larvas foi registrada apds 24 h e 48 h. As larvas foram
consideradas mortas quando ndo foram capazes de reagir a estimulos mecanicos. O ensaio foi
repetido utilizando CjCE a 7% e as larvas foram fotografadas utilizando um

estereomicroscopio modelo MZ6 (Leica, Wetzlar, Alemanha) com ampliagao de 6,8x%.

4.7 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica e a
representacao grafica dos dados foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.
Os dados foram analisados por ANOVA e valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Para o ensaio larvicida, as concentragdes letais de CjCE
necessarias para matar 20% (CL20), 50% (CL50) e 90% (CL90) de L3 em 48 h foram
determinadas por andlise probit com intervalo de confiabilidade de 95% utilizando o software

MedCalc versao 17.9. 7 (MedCalc Software bvba, Ostende, Bélgica).
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5. Resultados e Discussao

Este trabalho foi estimulado pela necessidade de apontar novos agentes
antimicrobianos ativos contra S. aureus, devido ao desenvolvimento de resisténcia aos
antibidticos atuais, bem como pela urgéncia por novos métodos de controle para o vetor de
arboviroses Ae. aegypti, devido a alta toxicidade ndo alvo dos inseticidas sintéticos, alta
persisténcia no ambiente e surgimento de populagdes resistentes. Ademais, os inimeros
relatos de utilizagdo na medicina popular despertaram o interesse por C. jamacaru.

CjCE foi habil em causar aglutinacdo dos eritrécitos de coelho, revelando um
potencial hemaglutinante de 8 UAH (unidades de atividade hemaglutinante). Este dado sugere
a presenga de lectinas cujos dominios de reconhecimento de carboidratos foram capazes de
estabelecer uma ligagdo cruzada com glicoconjugados da superficie dos eritrdcitos, levando a
formagdo de uma rede conhecida como malha de hemaglutinagdo (Almeida et al., 2020).

Outras plantas da familia Cactaceae foram relatadas como fontes de lectinas; ¢ o caso
da palma forrageira Opuntia ficus-indica (L.) Mill, cujos cladddios expressam a lectina OfiL
(do inglés, O. ficus-indicalectin), uma proteina antifingica (Santana et al., 2009) e téxica
para o vetor da esquistossomose Biomphalaria glabrata por prejudicar o desenvolvimento de
embrides e a fecundidade de caramujos adultos (Santana et al., 2020).

No ensaio de investigacdo da presenca de inibidores de proteases, o extrato de C.
jamacaru foi capaz de reduzir a hidrélise do substrato BApNA, revelando inibicdo da
atividade hidrolitica de tripsina (Figura 2). A expressao de inibidores de proteases por outras
plantas da familia Cactaceae também tem sido reportada, como o caule de Pilosocereus
gounellei (F. A. C. Weber ex K.Schum.) Byles & G.D.Rowley, o xique-xique, que expressa o
inibidor de tripsina PgTI (do inglés, P. gounellei trypsin inhibitor). Este polipeptideo acido
(37,1 kDa; Ki = 14 nM; ponto isoelétrico de 5,88) (Filho et al., 2019) nao revelou
semelhangas com outras proteinas vegetais por espectrometria de massas e sua atividade foi

estavel ao aquecimento até 50°C.
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Figura 2. Atividade inibidora de tripsina no extrato de cladodios de Cereus jamacaru.

Atividade residual de tripsina (%)

Extrato de cladddios de Cereus jamacaru (pl)

Fonte: Emmanuel Pontual, 2023.

A analise de CjCE por cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presenga de
agucares redutores, mas nenhuma outra classe de metabolitos secundarios foi detectada
(Tabela 3). Por outro lado, analise qualiquantitativa indicou a presenca de 40,20+0,97

mgEAG/g de fendis totais, dentre os quais, 3,36+0,07 mgEAG/g (8,36%) foram flavonoides.

Tabela 3. Caracterizacao do extrato de cladodios de Cereus jamacaru quanto a presenca de
metabolitos secundarios por cromatografia em camada delgada.

Classe de metabdlito C. jamacaru

Derivados Cinamicos -
Flavonoides -
Taninos hidrolisaveis -
Taninos condensados -
Cumarinas -
Terpenos/Esteroides -
Saponinas -
Antracénicos -

Acucares +
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Alcaloides -

(+) presenca; (-) auséncia.

Fonte: NUDATEEF, 2023.

O uso de diferentes métodos para investigar o potencial para neutralizacdo de agentes
oxidantes ¢ importante para atestar distintos mecanismos de a¢do antioxidante
(Santos-Sanchez et al., 2019). CjCE apresentou relevante capacidade de sequestro dos
radicais ABTS e DPPH (Tabela 4), mas nao foi habil em causar redugao do fosfomolibdénio.
Os resultados obtidos para os controles positivos (trolox e acido ascorbico) asseguram que as
condi¢des utilizadas aqui foram adequadas para a investigacdo do potencial antioxidante e

conferem confiabilidade aos resultados.

Tabela 4. Atividade antioxidante

Amostras ABTS Fosfomolibdénio DPPH
Cereus jamacaru 3735,00+0,85 - 2704,50+0,64
Trolox 270,60+0,59 - 37,44+0,33
Acido ascérbico - 464,05+0,55 -

Os resultados estdo expressos em ICs, por pg.

Fonte: Jodo Alves e Marcia Silva, 2023.

A investigacdo do potencial antibacteriano de CjCE mostrou auséncia de
citotoxicidade para as cepas de P. aeruginosa, S. aureus (ATCC 2413, UFPE e NCTC), S.
typhi, P. mirabilis, A. baumannii, A. baumannii e E. coli, bem como para cepas
multirresistentes (E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e Acinetobacter sp.). Por
outro lado, CjCE revelou um forte efeito bacteriostatico frente S. aureus UFPEDA 02 (CMI
de 199,09+0,85 pg/mL) e a inibicdo do crescimento ¢ mostrada na Figura 3. Os extratos
vegetais t€ém sido amplamente explorados como alternativas aos antibidticos comerciais por
exibir propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes, dentre outras (Sharma
et al., 2018). Uma vez que apresentam composi¢ao complexa, os extratos podem atuar por
multiplos mecanismos, € a sua a¢do antimicrobiana pode incluir efeitos como a interacdo com

proteinas bacterianas e estruturas da parede celular, prejuizos a integridade da membrana
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celular e sua fluidez, inibicao da sintese de 4dcido nucleico e interferéncia na sintese da parede

celular ou no metabolismo energético dos microrganismos (Lahiri et al., 2019).

Figura 3. Efeito do extrato de cladddios de C. jamacaru sobre o crescimento de S. aureus.
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Fonte: Joao Alves e Marcia Silva, 2023.

Extratos metanolicos de 14 espécies de plantas aquaticas foram testadas contra
diferentes cepas de S. aureus, sendo uma de colegdo e 6 isoladas de vacas com mastite. Dentre
os extratos estudados, aqueles que demonstraram melhor efeito antibacteriano foram o extrato
de folhas de FEucalyptus globulus, o qual apresentou valores de concentracio minima
inibitoria (CMI) variando de 0,19 a 0,39 mg/mL, seguido pelo extrato de folhas de Juglans
regia (CMI de 0,78 a 1,56 mg/mL) e pelo extrato de partes aéreas de Foeniculum vulgare
(CMI de 3,125 a > 6,25 mg/mL). Devido a maior eficacia do extrato de E. globulus, em
comparacdo as outras espécies utilizadas neste trabalho, foi realizada a andlise de sua
composicdo que revelou a presenca de 19 compostos fendlicos, sendo 16 flavonoides
(principalmente derivados de quercetina) e 3 acidos fendlicos (principalmente acido galico e
derivados do acido latico) (Gomes et al., 2018).

Um outro extrato obtido a partir da casca do caule Anacardium occidentale inibiu o
crescimento de S. aureus multirresistente, de forma homogénea de acordo com a concentragao
do extrato hidroalcodlico da planta estudada, (CMI de 100 mg/mL a 0,19 mg/mL) um volume
de 50uL da solugdo do extrato diluida, variando da diluicdo 1:1 até 1:1024, estas

correspondendo a concentra¢do do extrato que variaram de 100 mg/mL a 0,19 mg/mL. (Silva
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et al., 2007). Extratos etanolicos da casca do fruto e da casca do tronco de Punica granatum
(10 pL, 15 pL e 20 pL) inibiram o crescimento de S. aureus com halos de 13,09 mm, 16mm e
13,10mm (extrato da casca do fruto) e 16mm, 14,60mm e 15,14mm (extratos da casca do
tronco) (Martins & Casali, 2019).

As lectinas tém sido apontadas como potenciais agentes antibacterianos cuja
capacidade de inibir o crescimento de coldnias de bactérias tem sido atribuida a interagdo com
componentes da superficie celular bacteriana, através de interacdes fracas com seus dominios
de ligacdo a carboidratos (Almeida et al., 2020). As lectinas também podem apresentar
atividade antibiofilme, o que pode ser resultado da interacdo dessas proteinas com
carboidratos da superficie complexa do biofilme bacteriano, reduzindo sua espessura e
desconfigurando sua arquitetura molecular; além disso, alguns trabalhos observaram uma
reducdo na expressdo de genes que sdo responsaveis pela formacdo do biofilme bacteriano
(Cavalcante et al., 2013; Coelho et al., 2018). E nesse sentido que os efeitos toxicos de CjCE
para S. aureus podem estar ligados a presenca de lectina(s).

O inibidor de tripsina PgTI inibiu o crescimento de E. coli, E. faecalis, Micrococcus
luteus, P. aeruginosa, Serratia sp., S. aureus e Staphylococcus saprophyticus com valores de
CMI que variaram de 7,5 a 150 ug/mL e da levedura Candida krusei com CMI de 60 pg/mL.
PgTTI foi bactericida para E. coli com CMB de 75,0 pg/mL. O efeito de CjCE sobre S. aureus
pode estar relacionado a presenc¢a de inibidor de proteases na preparagao (Filho et al., 2019).

A cepa de S. aureus causou forte lise dos eritrocitos humanos. Contudo, quando CjCE
foi adicionado a mistura contendo os eritrocitos e as células de S. aureus, uma forte reducao
da hemolise foi detectada em relagdo ao controle (Figura 4). Esse resultado mostra que além
de sua toxicidade direta contra S. aureus, CjCE ¢ capaz de reduzir seus efeitos toxicos para
células humanas. Em adi¢do, a auséncia de hemolise na maior concentragao de CjCE (128
ng/mL; Figura 4) indica uma baixa citotoxicidade para cé¢lulas humanas, contudo os efeitos
toxicos de CjCE em modelos in vivo precisam ser estudados. A atividade hemolitica ¢ um

método preconizado de triagem de agentes toxicos (Kublik ef al., 1996).
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Figura 4. Efeito do extrato de C. jamacaru sobre a lise de hemécias humanas causada por S.

aureus. (CP) controle 100% de hemdlise.
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Fonte: Joao Alves e Marcia Silva, 2023.

CjCE foi capaz de matar L3 de Ae. aegypti de forma dose dependente (Figura 5A), e
as concentracdes letais necessarias para matar 25% (CL25), 50% (CL50) e 80% (CL80) das
larvas apds 48h estdo mostradas na (Tabela 6). Interessantemente, quando as larvas foram
tratadas com CjCE em concentragdo 10 vezes maior que a CL50, uma taxa de mortalidade de
30% foi detectada. Contudo, houve eliminacdo do conteudo intestinal juntamente com a
membrana peritrofica (Figuras 5B e 5C) e a Figura 5D mostra o conteudo intestinal coberto
pela membrana peritrofica apos completa eliminagdo. Essa reagdo foi comum a todas as larvas
tratadas com CjCE a 7%.

A expulsao do contetdo intestinal tem sido relatada como um mecanismo de defesa de
larvas de mosquitos com o objetivo de excretar compostos toxicos antes da sua absorgao,
como foi o caso do extrato das folhas de S. terebinthifolius (Procopio et al, 2015). A
mortalidade reduzida no grupo de larvas tratadas com CjCE a 7% esta de acordo com a reagao
de elimina¢do dos componentes toxicos do extrato por L3. Embora essa mortalidade tenha
sido bem menor que a esperada, € possivel que alguns dos compostos toxicos de CjCE tenham
sido absorvidos, uma vez que a sobrevivéncia neste grupo foi significativamente menor que

aquela do grupo controle.
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O extrato de cladddios de Opuntia ficus-indica contendo a lectina OfilL foi agente
larvicida contra Ae. aegypti L3 (CL50 de 3,71%, p/v) e atrasou o desenvolvimento larval,
reduzindo a emergéncia de adultos (Nova et al., 2023). Além disso, o tratamento com este
extrato resultou na auséncia de bactérias e fungos no contetido do intestino médio das larvas e
este ambiente axénico pode ser a causa do atraso no desenvolvimento descrito pelos autores.
O extrato de folhas Plectranthus barbatus contendo acido caféico, lectinas e inibidor de
tripsna causaram mortalidade de L3 de Ae. aegypti, apds 48 horas de exposicao, com CL50 de
0,48% (m/v) (De Almeida et al., 2021). O inibidor de tripsina de flores de Moringa oleifera
(MoFTI) causou mortalidade de larvas de Ae. aegypti recém-eclodidas e atrasou o
desenvolvimento larval, provavelmente devido a inibi¢do da tripsina e/ou outras proteases
essenciais para nutricao das larvas (Pontual et al., 2014). Estes relatos sugerem que a presenga

de lectinas e inibidor de protease em CjCE pode estar ligada ao seu efeito larvicida.

Figura S. (A) Efeito do extrato de C. jamacaru na sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti no
terceiro instar. (B e C) Larva, eliminando o contetdo intestinal coberto pela matriz peritrofica

apos tratamento com CjCE a 7%, m/v. (D) Intestino médio ap6s eliminacdo completa pela L3

incubada com CjCE. As imagens foram visualizadas em estereomicroscopio com ampliacao

de 6,8x.
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Tabela 7. Atividade larvicida do extrato de cladodios de Cereus jamacaru contra larvas de
Ae. aegypti no terceiro instar.

Concentracao Letal (%, m/v) **

Amostra CL,s CLs, CLS80

CjCE* 0,13 [0,01-0,15] 0,68 [0,54-0,82] 1,52 [1,38-1,67]

*Extrato de cladodios de C. jamacaru. **Concentragdes letais que matam 25% (CL,s), 50%

(CLsp) e 80% (CLg) s@o expressas em peso seco /100 mL de solugdo (g/100mL). P <0,0001;
x> = 205,046

Fonte: Welton Almeida, 2023.

6. Conclusao

Em conclusdo, os achados relatados aqui indicam o extrato de cladodios de C.
jamacaru como um novo agente antimicrobiano, capaz de inibir fortemente o crescimento de
S. aureus e reduzir a toxicidade bacteriana para eritrocitos humanos. Ademais, a toxicidade
para larvas de 4. aegypti mostrada aqui aponta o extrato de cladodios de C. jamacaru como
interessante material de partida para obtencdo de formulagdes larvicidas. Os efeitos

antibacteriano e inseticida do extrato podem estar ligados a presenca de lectinas, inibidor de

proteases e compostos fenolicos no extrato.
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