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RESUMO

Os antibidticos demonstram grande éxito no desenvolvimento cientifico por contribuirem
positivamente no progndéstico do paciente reduzindo eventos adversos e diminuindo o tempo de
internacdo hospitalar. Entretanto, ao longo dos anos o crescimento dos casos de resisténcia
bacteriana, frente ao uso indiscriminado desses farmacos, fez com que a fitoterapia se
apresentasse como alternativa vantajosa, ja que, além de seus mecanismos antimicrobianos, ha
grande adesdo popular devido ao historico ligado as praticas culturais ancestrais. O objetivo
deste trabalho é avaliar o potencial terapéutico do extrato etandlico da folha de Mama-Cadela
(Brosimum gaudichaudii Trécul) em um modelo experimental com larvas de Tenebrio molitor.
Isso foi realizado por meio da infeccdo de larvas de Tenebrio molitor com quatro espécies de
bactérias gram-positivas apos verificacdo in vitro. O grupo nao infectado com bactérias recebeu
uma injecdo de solucdo salina tamponada de fosfato (PBS) e foi usado como controle para
determinar a sobrevida em comparagdo ao grupo infectado. A partir disso, determinou-se as
concentragOes ideais para cada espécie de bactéria. Um grupo recebeu apenas a infeccdo com
a bactéria e soro fisioldgico esterilizado (controle), ja o outro grupo foi inoculado tanto com a
bactéria, quanto com o extrato da planta, tendo 15 larvas em cada grupo para cada espécie
bacteriana. Quanto aos resultados, com relacdo ao objetivo de desenvolver um protocolo de
infecgdo de larvas, foi observado que a taxa de mortalidade dos invertebrados € diretamente
proporcional a concentracdo de bactérias, sendo amaior sobrevida nos grupos inoculados com
PBS. J& com o tratamento, as larvas apresentaram maior mortalidade ao receberem o extrato,
tendo sido comprovado o potencial toxico da planta. Portanto, este trabalho é imprescindivel
para a comunidade cientifica, visto que ainda existem poucos estudos, especialmente com
uma vasta variabilidade de espécies bacterianas.

Palavras-chave: Fitoterapia. Brosimum Gaudichaudii. Farmacorresisténcia Bacteriana.
Antibacterianos.



ABSTRACT

Antibiotics are highly successful in scientific development because they contribute positively
to the patient's prognosis by reducing adverse events and shortening hospital stays. However,
over the years, the growth of cases of bacterial resistance, given the indiscriminate use of these
drugs, has made phytotherapy an advantageous alternative, since, in addition to its antimicrobial
mechanisms, there is great popular adherence due to the history linked to the ancestral cultural
practices. The objective of this study is to evaluate the therapeutic potential of ethanolic extract
of the Mama-Cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul) leaf in an experimental model with
Tenebrio molitor larvae. This was done by infecting Tenebrio molitor larvae with four species
of gram-positive bacteria after in vitro verification. The group not infected with bacteria
received a PBS injection and was used as a control to determine survival compared to the
infected group. From this, the ideal concentrations for each species of bacteria were determined.
One group received only the infection with the bacteria and sterilized saline solution (control),
while the other group was inoculated with both the bacteria and the plant extract, with 15 larvae
in each group, for each bacterial species. As for the results, regarding the objective of
developing a larval infection protocol, it was observed that the mortality rate of invertebrates is
directly proportional to the concentration of bacteria, with the highest survival in the groups
inoculated with PBS. With the treatment, the larvae showed higher mortality when receiving
the extract, having proven the toxic potential of the plant. Therefore, this work is essential for
the scientific community, since there are still few studies, especially with a wide variability of
bacterial species.

Keywords: Phytotherapy. Drug Resistance, Bacterial. Anti-Bacterial Agents.
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1. INTRODUCAO

Os antibioticos, substancias utilizadas para inibir o desenvolvimento ou destruir
microrganismos, podem ser componentes naturais ou sintéticos. Esses medicamentos
demonstram grande éxito no desenvolvimento cientifico por contribuirem positivamente no
prognostico do paciente, além da reducdo de eventos adversos e limitacdo do capital publico
necessario, devido a diminuicao do tempo de internacdo hospitalar (FURTADO et al., 2019).

A partir de 26 de outubro de 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabeleceu, no artigo 2° da resolucdo RDC 44, que os antibiéticos, no Brasil,
somente poderiam ser vendidos em farmacias e drogarias com a apresentacdo, por parte do
paciente/comprador, da receita medica de controle especial em duas vias — uma que ficard com
a farmécia e a outra sera devolvida ao cliente (BRASIL, 2010). Essa decisdo foi tomada devido
ao crescimento dos casos de resisténcia bacteriana — que se tornou um problema de relevancia
mundial, consoante a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) —, frente ao uso indiscriminado
desses farmacos (MONTEIRO et al., 2020).

Essa aquisicdo de mecanismos de resisténcia pode culminar na formacdo de
superbactérias, organismos que possuem defesa a mais de uma classe de antimicrobianos e sao
divididas em trés denominacdes, sendo elas: MDR (multidrug-resistant), XDR (extensively
drug-resistant) e PDR (pandrug-resistant). As MDR sdo bactérias ndo suscetiveis a ao menos
um antibiético em no minimo trés classes, enquanto as XDR ndo sdo suscetiveis a pelo menos
um agente em todas as classes, com excecdo de uma ou duas. Por fim, o PDR é resistente a
todos os antimicrobianos em todas as classes (SWEENEY et al., 2018).

As bactérias podem apresentar uma resisténcia natural do proprio género ou espécie,
chamada de intrinseca (inerente) ou ainda, sdo capazes de adquirir a partir de mutagdes nos
genes ou até por incorporagdo de plasmideos de outras bactérias por conjugacgéo, transdugéo e
transformacédo, culminando para a expansdo do processo de resisténcia antimicrobiana
(ANDRADE; DARINI, 2018; LIMA; BENJAMIM; SANTQOS, 2017).

Os fitoterapicos — plantas medicinais que passam por um processo de industrializacéo,
conforme o Ministério da Salde — sdo alternativas bastantes vantajosas quando cientificamente
comprovadas como eficazes, ja que, aléem de seus mecanismos antimicrobianos, séo de grande
adesdo popular, devido ao historico ligado as praticas culturais ancestrais (RIBEIRO, 2019).
Consoante a ANVISA (2020), o processo de industrializacdo pelo qual os fitoterapicos passam

sdo de suma importancia para minimizar as contaminagfes por microrganismos e elementos



excéntricos, bem como a uniformizacdo da quantidade e forma adequada de uso, 0 que gera
maior seguranca para administracéo.

As plantas medicinais sdo fundamentais para a farmacologia, ndo somente pelo
principio ativo direto, mas como matéria-prima para sintese e composicdo de farmacos.
Portanto, segundo a OMS, as plantas medicinais s&o indispensaveis para a ciéncia farmacéutica,
fato que é evidenciado pela existéncia de resolucdes e politicas, como a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Contudo, mesmo diante da importancia e
implementacdo de medidas que favorecem a incorporacdo dos fitoterapicos em territorio
brasileiro, ainda existe entraves para isso, ja que o conhecimento profissional acerca do assunto
ainda é precario, ha dificuldade para obtencdo do fitoterdpico, dividas sobre o éxito e
seguridade da terapéutica e a convencao existente em torno do uso preferencial de substancias
sintéticas (BRASIL, 2012; BRASIL, 2016; SA, 2018).

Para além da sua funcdo como alternativa terapéutica para combate a microrganismos
multirresistentes, os fitoterapicos também auxiliam para a evolucdo da qualidade de vida, com
acesso facilitado, decorrente do preco, sendo capaz de permitir e incentivar o uso sustentavel
da biodiversidade nacional (SILVA; NOGUEIRA, 2021; GOES; SILVA; CASTRO, 2019).

Verificou-se a necessidade do desenvolvimento de um estudo que analise a eficacia de
novos tratamentos que possam substituir os antibidticos, a fim de evitar o desenvolvimento da
mencionada resisténcia bacteriana. Para isso, esse estudo busca verificar a aplicacdo da Mama-
cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul) da familia Moraceae como alternativa terapéutica a
infeccOes bacterianas.

E evidente a relevancia desse tipo de desenvolvimento cientifico, tanto para ampliar o
espectro terapéutico e evitar a expansdao de cepas de alta resisténcia potencialmente
comprometedoras da espécie humana, quanto para expandir a gama de estudos disponiveis
sobre essa espécie de planta com potencial fitoterapico.

O desenvolvimento do presente trabalho justifica-se por conta da necessidade de
avaliacdo da eficicia de novos tratamentos terapéuticos contra bactérias, as quais possuem
grande patogenicidade em seres humanos, principalmente devido ao processo de resisténcia
bacteriana a antibioticos, fator que determinaria a evolugdo clinica perante uma infeccdo.
Ademais, a escolha e utilizacdo da Mama-cadela favorece uma das mais antigas praticas
humanas, o tratamento fitoterapico, além dos resultados promissores ja obtidos em
experimentos in vitro, mas que ndo sao muitos. A adogdo dessa conduta contribui para o
controle do uso abusivo de medicamentos, ja que na infec¢do aguda, majoritariamente, €

comum que haja automedicacgdo. Outrossim, propicia o estreitamento do vinculo entre a equipe



de salde, paciente e cultura popular, devido constru¢do milenar da associa¢do de doencas e
terapias naturais.

O presente estudo evidencia que a relacdo entre ciéncia e saberes populares sédo
responsaveis pela diminuicdo do risco de intoxicacGes e melhora de adesdo - ainda mais
expressiva caso o paciente demonstre intima conexdo com o uso de plantas nos cuidados com
a salde, podendo despertar interesse de jovens a respeito desse conhecimento cultural.

Portanto, frente ao exposto, o objetivo do presente trabalho é avaliar o potencial
terapéutico do extrato etanolico da folha de Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul) em

modelo experimental in vivo em larvas de Tenebrio molitor.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas fitoterapicas da Mama-cadela

A Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul.), também conhecida como mamica-
cadela, conduru e inharé é uma planta tipica do Cerrado brasileiro, mas que pode ser encontrada
nas regibes Amazonica, Caatinga e Mata Atlantica. Faz parte da familia Moraceae que contém
50 géneros e 1.500 espécies, sendo que no Brasil ha 27 géneros e 250 espécies (SOUZA &
LORENZI, 2005; CARNEIRO et al., 2019).

Essa planta possui substancias como furocumarinas, psoraleno e bergapteno com
capacidade fotossensibilizante, por isso é utilizada no tratamento do Vitiligo, Psoriase,
Hanseniase, Micoses, Dermatites e Eczemas pelo efeito de repigmentacio da pele (LEAO et
al., 2005; DIAWARA; TRUMBLE, 1997). Ademais, o infuso da planta pode ser utilizado no
tratamento de gripes, resfriados e bronquites, além de ter acdo depurativa e melhoria da
circulacdo sanguinea (BORGES, 2016).

O extrato hidroalcoolico com 80% de etanol é ideal para a extracdo dos compostos de
psoraleno e o bergapteno, embora outras cumarinas como (+) 2° S, 3’ R-3-hidroximarmesina,
xantiletina, luvangetina também foram isoladas dessa espécie (BORGES,2016). No trabalho de
Ponce, Moura e Dias (2022) foram indentificados heterosideos antraquinénicos, flavonoides,
taninos e cumarinas no extrato hidroalcéolico da planta.

No estudo de Menezes Filho, Oliveira e Castro (2021) foram encontrados glicosideos
cardiacos, acidos organicos, agucares redutores, fendis, flavonoides, taninos condensados,
esteroides e triterpendides. Esses compostos quimicos concentram-se em grande parte no cortex
daraiz.

O extrato da Mama-cadela foi utilizado para a inibicdo de crescimento de cepas de
diferentes espécies de Candida, sendo que sobre a Candida albicans o resultado foi 0 mais
promissor, sendo até mesmo superior ao Cetoconazol (MENEZES FILHO; OLIVEIRA;
CASTRO, 2021). Outra pesquisa foi o0 de Barbosa et al., (2014) em que demonstram o teor
proteico do latex tendo fragmentos de uma lectina semelhante a jacalina e a um inibidor de
tripsina de soja, as quais tem atividade antimicrobiana.

No mesmo viés, Borges (2016) sugeriu a presenca de um principio ativo antibacteriano
promissor nessa planta, ja que resultados significativos foram encontrados em cepas de S.aureus
e P.aeruginosa ao se utilizar extrato etandlico a 99,5% para a extragdo dos componentes ativos.

Isso é corroborado pelo trabalho de Ponce, Moura, Dias (2022) que demonstrou potencial
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terapéutico no uso da Mama-cadela em inibir o crescimento bacteriano sobre bactérias gram-
positivas em experimentos in vitro.

Além disso, Ferreira (2008) demonstrou que o extrato hidroalcoolico bruto das folhas
de Brosimum gaudichaudii Trécul também inibe e retarda o desenvolvimento de infeccao pelo

Trypanosoma cruzi no tratamento e pré-tratamento em camundongos chagésicos.

2.2. Tenebrio molitor: definicao e fisiologia

O Tenebrio molitor é um inseto, sendo mais conhecido como larva ou verme de
farinha, isso porque a alimentacdo da sua forma larval é baseada em cereais ou gréos. Esse
inseto, que é pertencente a familia Tenebrionidae e a ordem Coleoptera, constitui uma 6tima
fonte de proteinas e pode ser utilizado como base para alimentacdo de animais e até mesmo do
ser humano (SOUZA et al., 2018).

Esses besouros sdo holometédbolos, passando por quatro fases distintas: ovo, larva,
pupa e adulto, sendo sua fase larval conhecida por ser uma fonte de proteinas e matéria
fosfatada, desta forma proporciona uma forma pratica e econémica e nutritiva na alimentagéo
para criadouros de diversas espécies como: peixes tropicais, répteis, passaros e pequenos
mamiferos insetivoros. Em sua forma adulta, variam de pequenos a grandes e sdo bem
resistentes e compactos (MORAIS, 2015, GULLAN; CRANSTON, 2017).

O T. molitor ndo possui um sistema imunoldgico adaptativo, mas sim um inato com
componentes séricos e celulares (KIM et al., 2017) semelhantes a de vertebrados e por isso
estdo sendo utilizados em experimentos em detrimento de animais vertebrados pela dor, estresse
e sacrificio dos animais durante os experimentos (SOUZA et al., 2018; KESHAVARZ et al.,
2020).

Os componentes séricos do sistema imune dos insetos incluem peptideos
antimicrobianos, proteinas da cascata da profenoloxidase - uma forma modificada da resposta
do complemento que controla a melanizacdo de patdgenos e tecidos danificados - e espécies
reativas de oxigénio. Estas vias se utilizam principalmente dos receptores IMD (immune
deficiency) e aqueles da familia Toll que reconhecem PAMP’s (Padrbes Moleculares
Associados a Patdgeno) em resposta contra bactérias gram-negativas (via IMD) ou gram-
positivas (via Toll). Outros receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) participam no
reconhecimento de microrganismos, como pgrp-lc, que ativam cascatas de sinalizagédo
intracelular e ativam o fatores de transcri¢do da familia do NF-xB (ALVARADO-DELGADO
etal., 2022).
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Os componentes celulares do sistema imune do inseto abrangem fagdcitos, coagulagéo
e a encapsulagéo. Entre os receptores que medeiam a fagocitose, 0s receptores scavenger sao
um dos principais, que reconhecem muitos padrdes moleculares associados a patdgenos, como
lipopolissacarideo, acido lipoteicdico, DNA CpG bacteriano e zimosan/B-glucana (KIM et al.,
2017).

O receptor scavenger tipo C nos insetos funciona de forma semelhante aos scavenger
tipo A dos mamiferos e sua funcdo estd muito relacionada ao reconhecimento bacteriano, ja
tendo sido relatado sua funcdo na fagocitose de bactérias e fungos, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Sdo expressos em todos os tecidos, em maior
quantidade nos hemdcitos — células do sistema imune dos insetos responsaveis pela fagocitose
(KIM et al., 2017; SEONG et al., 2018).

2.3. As espécies de bactérias utilizadas nos estudos

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria da familia Staphylococcaceae, aerdbia ou
anaerdbia facultativa e que possui formato de cocos, lembrando cachos de uva. Elas séo dotadas
de uma céapsula de camada Unica e lipidica — circundada por uma camada espessa de
peptidoglicano e &cido lipoteicéico ancorado por diacilglicerol (OLIVEIRA; BORGES;
SIMOES, 2018).

Sabe-se que a Staphylococcus aureus tem amplo espectro de acometimento no ser
humano, variando de casos mais simples, como espinhas, até os mais complexos, como
pneumonia (FREITAS et al., 2021). Ao adentrar seu hospedeiro produz fatores de viruléncia
responsaveis por modular os padrGes das respostas imunes, isso da inicio ao processo de
resisténcia bacteriana (TAM; TORRES, 2019). Sendo assim, os mecanismos de sensibilidade
a antibidticos tornam-se fatores determinantes no curso das infec¢bes por esse organismo da
familia Staphylococcaceae, portanto, Freitas et al. (2021) aborda que o uso de certos
antibidticos, a exemplo da vancomicina, & mais eficaz, principalmente devido ao processo de
resisténcia das bactérias. Entretanto, esse farmaco € comumente associado a esse
desenvolvimento de cepas resistentes (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

A primeira op¢do para o tratamento ainda é a dicloxacilina ou cefalexina, sendo
possivel utilizar sulfametoxacol-trimetropina, clindamicina ou doxicilina quando se suspeita de
resisténcia (TONG et al., 2015).
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Staphylococcus epidermidis

A espécie Staphylococcus epidermidis corresponde a bactérias anaerobias facultativas,
de formato esférico e que formam agrupamentos em cacho. S8o pertencentes a familia
Staphylococcaceae, porém sdo coagulase-negativas e colonizam pele e mucosas no homem e
nos animais, tendo preferéncia por axilas, dedos do pé e narinas anteriores. Ja foi considerada
um microrganismo comensal e atualmente € um dos principais patégenos oportunistas
relacionado a infecgdes nosocomiais associadas a dispositivos médicos de longa permanéncia
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Apesar de ndo serem patogénicas como Staphylococcus aureus, e ndo possuirem
fatores de viruléncia agressivos como tal, a S. epidermidis possui um mecanismo de viruléncia
primario responsavel por formar comunidades microbianas, conhecidas como biofilmes — que
atuam protegendo a espécie dos fatores de terapia antimicrobiana. Além disso, verifica-se a
existéncia de uma “capsula” carregada positivamente ao redor da S. epidermidis, levando a
protecdo do reconhecimento imunoldgico (LE; PARK; OTTO, 2018).

Por suas caracteristicas, essa espécie possui resisténcia a maltiplos antimicrobianos,
especialmente aos B-lactamicos pela producédo de B-lactamase. Algumas cepas tém apresentado
resisténcia a outros antibidticos, como gentamicina, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
cloranfenicol, eritromicina, clindamicina e estreptograminas. Portanto, o tratamento
preconizado € com vancomicina ou linezolida (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Streptococcus agalactiae

A Streptococcus agalactiae € um coco gram-positivo, também conhecido como
Estreptococo do grupo B (GBS), conforme a classificagdo de Lancefield. Atualmente, essa
espeécie é dividida em 10 sorotipos com base no polissacarideo capsular, que é um importante
fator de viruléncia. Existem 5 sorotipos mais comuns (la, Ib, I, Il e V) que estdo muito
relacionados a colonizagcdo materna e a doenca neonatal. No ser humano, essa espécie vive em
uma relacdo de comensalismo nos tratos gastrointestinal e geniturinario (FURFARO; CHANG;
PAYNE, 2018).

Entretanto, parece ter uma natureza oportunista em alguns momentos, podendo
provocar infeccdes graves que acometem imunocomprometidos, idosos, gravidas e, sobretudo,
neonatos. O espectro da doenca varia de pneumonia, infeccdes do trato urinario a osteomielite,
meningite e endocardite (FURFARO; CHANG; PAYNE, 2018; RAABE; SHANE, 2019).
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O tratamento de primeira linha em adultos é o uso de Penicilina G. J& em recém-
nascidos com suspeita de doenca de inicio precoce, a terapia padrdo preconizada é a

combinacdo de ampicilina com aminoglicosideo (RAABE; SHANE, 2019).

Enterococcus faecalis

Sdo bactérias gram-positivas anaerobicas facultativas e € um grupo rico em espécies
de bactérias de &cido lactico. Estdo presentes principalmente no microbioma intestinal humano
como comensais, estimulando o sistema imunoldgico e manter a homeostase intestinal.
Contudo, também podem atuar como patégenos, provocando, por exemplo, infe¢cGes no trato
urinario (BOCELLA et al., 2021; KRAWCZYK et al., 2021)

Com o intuito de resistir as respostas imunes do hospedeiro, as Enterococcus
promoveram algumas estratégias, como a capacidade de fugir do sistema imunoldgico, evitando
a vigilancia imunoldgica ou com mecanismos que facilitam e promovem a colonizacdo de
superficies bioticas e abidticas (KAO; KLINE, 2019).

Atualmente, essas bactérias possuem resisténcia a varias classes medicamentosas,
como a vancomicing, a tretaciclina e a linezolida. A partir disso, introduziram alguns novos
medicamentos para o tratamento, como dalbavancina, a oritavancina e a telavancina e a
tedizolida, entretanto a atividade e disponibilidade deles varia, sendo, portanto, um problema
epidemioldgico e terapéutico (WANDRO et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar 0 potencial terapéutico do extrato etandlico da folha de Mama-cadela
(Brosimum gaudichaudii Trécul) como antibidtico contra bactérias em modelo experimental in

vivo em larvas de Tenebrio molitor.

3.2. Objetivos especificos
o Desenvolver um protocolo de infeccdo em larvas Tenebrio molitor.
o Avaliar a eficécia terapéutica do extrato etandlico da folha de Mama-
cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul) sobre espécies bacterianas em modelo in vivo
em larvas de T. molitor.

o Avaliar o potencial de toxicidade dos extratos da folha de Mama-cadela
em larvas de T.molitor.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de estudo

O presente estudo trata-se de uma pesquisa quantitativa, analitica e de metodologia
experimental. Foi realizada na Universidade Evangélica de Goias — Andpolis (Goias).

4.2. Amostra

4.2.1. Local de realizacdo e preparacdo do ambiente
A pesquisa foi realizada no laboratério de Microbiologia da Universidade
Evangélica de Goias — Anapolis (Goias), sob responsabilidade de dois técnicos do local. O

experimento foi realizado de agosto de 2021 a fevereiro de 2023.

4.2.2. Populacgéo de estudo

A inclusdo de larvas em cada experimento levou em consideracdo as caracteristicas
dos insetos (cor, tamanho, idade/ciclo de vida). Foram incluidas as larvas com coloragédo
marrom claro e excluidas as com coloragdo escurecida, ja que significa processo inflamatério,
0 que inviabiliza a pesquisa. Por outro lado, o tamanho esta diretamente relacionado com o
ciclo de vida das larvas, € necessario que elas ndo sejam tdo novas para ndo morrerem no
processo de inoculacdo, tampouco ndo devem estar perto do momento de se tornarem pupas
para a analise da sobrevida apds a infec¢do, portanto larvas com tamanho intermediario entre
esses dois fatores foram selecionadas para 0s experimentos.

As espécies de bactérias foram estabelecidas a partir da importancia clinica que
apresentam, no que se refere a prevaléncia de infecgbes causadas, processos de resisténcia
bacteriana, grau de patogenicidade e busca por tratamentos alternativos. Além disso, foram
selecionadas aquelas bacterias que ja apresentaram alguma suscetibilidade ao extrato observada
nos experimentos in vitro realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (PONCE;
MOURA; DIAS, 2022).

4.2.3. Culturadas larvas:
As larvas foram obtidas comercialmente e cultivadas em recipientes dedicados

conforme o protocolo de alimentagéo desenvolvido. As larvas foram mantidas em um substrato
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de gréos de milho triturados ou farelo de milho. A cada semana uma fonte de umidade (casca
de frutas ou algoddo embebido em &gua) foi colocada nas caixas de cultivo. Os recipientes

foram mantidos em temperatura ambiente e protegidas da luz e calor.

4.2.4. Culturas bacterianas:

Utilizou-se quatro bactérias gram-positivas, a saber: Staphylococcus. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis. Bactérias
gram-negativas, a saber: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris e
Klebsiella pneumoniae carbapenemase foram avaliadas anteriormente in vitro, mas
apresentaram resisténcia ao extrato, ndo se justificando, portanto, a avaliacdo in vivo (PONCE;
MOURA; DIAS, 2022). As bactérias utilizadas nos experimentos foram mantidas em meio de
cultura nutritivo, como o caldo Brain and Heart Infusion (BHI) ou o Caldo Triptona de Soja
(TSB) a 37° C por no maximo 48 horas até 0 uso nos experimentos ou repique para NOVo meio

de cultivo.

4.2.5. Avaliacdo da sobrevida das larvas apos infeccéo

Para a avaliacdo da sobrevida das larvas apds infeccdo com as diferentes espécies
bacterianas, as larvas foram selecionadas de acordo com critérios descritos acima, divididas em
grupos de 15 individuos para cada concentracdo da solugdo bacteriana (1, %2, ¥4 e controle)
sendo 1 uma soluc¢do bacteriana com turvacdo comparavel ao padrédo 0.5 da escala nefelométrica
de McFarland, e as demais concentracGes foram obtidas por diluicdo seriada desta. Antes de
serem inoculados, os microrganismos de interesse dentre as bactérias passaram por um processo
de lavagem para remover toxinas extracelulares com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) por centrifugacéo.

Apds obter a concentracao desejada, 0 processo de infec¢do foi feito por meio de uma
injecéo de 5ul da suspenséo bacteriana utilizando seringa de Hamilton com capacidade de 25pl
diretamente na hemolinfa do Tenebrio molitor entre os esternitos abdominais. A inoculagéo dos
microrganismos foi realizada pelos discentes sob orientacdo e treinamento do docente
responsavel pelo projeto.

O grupo controle ndo foi infectado com bactérias e recebeu uma injecdo PBS para
manter o pH e a funcdo osmética o mais proximo das situacdes fisioldgicas e foi usado para
determinar a sobrevida em comparacdo ao grupo infectado. A mortalidade foi monitorada por

7 dias e expressa atraves da curva de sobrevida de Kaplan-Meier.
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4.2.6. Preparacdo do extrato

As folhas do material vegetal (Mama-cadela) foram coletadas na area rural da cidade
de Anépolis — Goiés (16° 19' 36" S 48° 57" 10" W) no més de janeiro de 2023.

Foram separados os materiais utilizados para a preparacdo do extrato: frasco schott
200 ml, buretas de 250 ml, funil, papel filtro qualitativo, cadinho e pistilo, etanol 99,5% e as
folhas de Mama-cadela que foram secadas por 4 dias em temperatura ambiente.

Posteriormente, as folhas de Mama-cadela foram trituradas em cadinho e pistilo até pd
e 30 g foram separadas e acondicionadas no frasco schott com auxilio de funil, tendo sido
retirado a tara do frasco (238,45 g) antes da pesagem. Logo depois, utilizando uma bureta de
250 ml foi acrescentado 200 ml de etanol 99,5% (lote 002422A) com o objetivo de extracdo da
parte polar da planta, a qual contém os compostos fitoterapicos. O frasco schott foi coberto com
papel aluminio para evitar a fotodegradacdo das moléculas e colocado na centrifuga a 240
rotagdes por minuto por 24 horas.

No dia seguinte, utilizando papel filtro qualitativo (diametro de 18,5 cm) e um funil
foi realizada a filtragem do material e ao produto filtrado foi adicionado 190 ml de etanol 99,5%
(lote 002422A). O processo de centrifugacdo a 240 rotacdes por minuto por 24 horas foi
repetido e uma nova filtragem foi feita. Ap6s um dia, o rotoevaporador foi configurado para
retirada de todo solvente a 100rpm e 40° C. O extrato pronto foi armazenado em geladeira a
temperatura ambiente até a utilizacdo, tendo sido obtido 4,71 g.

4.2.7. Avaliacdo da atividade antibidtica de cada extrato.

Para o experimento de avaliacdo da atividade antimicrobiana de cada extrato, foi
utilizada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) definida em experimentos in vitro realizados
anteriormente pelo nosso grupo. Uma concentracdo de 75mg/dl do extrato etandlico foi
utilizada nos experimentos in vivo com Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
Streptococcus epidermidis foi de 75mg/dl (duas vezes a CIM encontrada in vitro de 37,5 mg/dl),

ja para Enterococcus foi de 150mg/dl (duas vezes a CIM encontrada in vitro de 75 mg/dl).

4.3. Mecanismos de analise de dados

Os resultados foram expressos em numeros de dias de sobrevida com seus respectivos
intervalos de confiangca. As curvas de sobrevida foram construidas pelo método de Kaplan-

Meier e o teste log-rank foi usado para calcular a diferencga nas taxas de sobrevivéncias entre
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as concentrac@es de bactérias tratadas e o grupo controle usando o software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) 28.0.1. Foi adotado p<0.05 para significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo da sobrevida das larvas apdés infeccao

O protocolo de infeccdo de larvas de Tenebrio molitor foi analisado por meio de dois
parametros basicos: a espécie bacteriana e a taxa de sobrevida em sete dias. Foram realizados
quatro processos de infeccdes por bactérias gram-positivas, a partir de trés concentracdes
distintas, além da solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) que foi utilizada como controle.

A partir dos gréficos de Kaplan-Meier (figura 1), observa-se que as larvas
apresentaram a maior taxa de sobrevida com a injecéo de PBS, sugerindo que a patogenicidade
bacteriana é necessaria para a letalidade. Pequenas variacdes entre os experimentos podem ser
explicadas pela inoculacdo realizada no dia (é dependente da técnica) e as caracteristicas das
larvas (tamanho e coloracdo), apesar de haver uma padronizacéo dessas variaveis. Outrossim,
as mortes que ocorreram podem ser justificadas pelo proprio estresse gerado na inoculagéo,
sendo que a resposta a essa agressao externa também esta sujeita as caracteristicas intrinsecas
das larvas (tamanho e colorag&o).

No que se refere aos grupos infectados com diferentes bactérias (Staphylococcus
aureus, Enterococcus, Streptococcus epidermidis e Streptococcus agalactiae) observou-se um
padrdo dose-dependente, isto €, a mortalidade das larvas foi proporcional a concentracdo da
solucdo bacteriana inoculada.

Na infeccdo por Enterococcus a maior taxa de sobrevida foi no grupo de maior
concentracdo, a qual foi equivalente a do grupo controle (60%). Porém, a taxa de sobrevida dos
grupos desta infeccdo foi a menor, 43,3%, ndo tendo tido significancia estatisica entre 0s grupos
(p=0.202). Ja na infecdo por S.agalactiae, apesar de ter sido mantida a relacdo entre maior
sobrevida e menor concentracao, o grupo controle teve a maior taxa de mortalidade com 86,7%.

Na maior concentracao, a espécie bacteriana que gerou maior mortalidade foi a
Staphylococcus aureus (figura 1A) com 80%. Em contrapartida, a taxa de sobrevida por
Streptococcus epidermidis (figura 1B) manteve um padrdo muito semelhante em todas as
concentragdes, sendo de 60% para PBS, concentracdo 1 e ¥ e de 73,3% para a concentracao %z,
logo ndo houve diferenca estatistica entre os quatro grupos (p=0.808).

A média de sobrevivéncia dos grupos entre as espécies bacterianas foi variavel, sendo

de 6 dias para S.agalactiae, 5 dias para S.epidermidis e 4 dias para Enterococcus e S.aureus.



Figura 1: Gréficos de Kaplan-Meier das bactérias gram-positivas

Curva de sobrevida - S.aureus Curva de sobrevida - S.epidermidis
a S.AUREUS . S.EPIDERMIDIS
mCtl ’ MCtl
1 1
—l 12 12
| 14 | s
08 L 084
E—
0.47 0.4
0.27 0.2
0.0 0.0
; , , ; E0:002 . . : P=0.808
0 2 4 6 0 2 4 6
Tempo Tempo
Curva de sobrevida - S.agalactiae Curva de sobrevida - Enterococcus
S.AGALACTIAE ENTEROCOCCUS
1 ——1— gt re—— :
mle —Mc
1 1
112
12 —— ’ 5
—m1/4
o5 % 11/4 08 [_
06 — 0.6
044 0.4+
0.2 0.2
+
0.0 5
P=0.001 oo P=0.202
T T T T T T T T
0 4 6 0 4 6
Tempo Tempo

Fonte: os autores, 2023.

5.2. Tratamento

O tratamento foi realizado apenas para as bactérias gram-positivas, ja que em nosso
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outro estudo foi descoberto que nenhuma concentragdo testada foi capaz de impedir o
desenvolvimento das bactérias gram-negativas (PONCE; MOURA,; DIAS, 2022). Nesse

mesmo trabalho foi verificado que a concentracdo de extrato capaz de inibir a atividade das
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bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Streptococcus epidermidis era de
37,5 mg/dl, j& para Enterococcus foi de 75 mg/dl. Nos estudos in vivo foi utilizado o dobro da

CIM encontrada in vitro.

A partir da avaliacdo da sobrevida das larvas apos a infec¢do das larvas foram
escolhidas as seguintes concentraces para cada solucdo bacteriana: S.agalactiae 1,
Enterococcus %2, S.aureus ¥4 e S.epidermidis 1, pois essas foram as concentragdes em que certa
letalidade provocada pela infeccdo pdde ser observada. Para cada espécie bacteriana, foram
selecionadas 15 larvas para serem infectadas apenas pelas bactérias e 15 larvas que foram
infectadas e receberam o extrato para potencial tratamento. Todos experimentos foram

realizados em duplicata e o resultado expresso como a média entre as duplicatas.

Foi verificado que independente da espécie bacteriana e concentracdo, a taxa de
mortalidade foi maior nos grupos que receberam o extrato, sendo possivel o levantamento de
duas hipoteses: o extrato da planta de Mama-cadela é toxico para as larvas e/ou o estresse de

duas inoculacBes seguidas contribui para a menor sobrevida.

A infecgéo por S.aureus provocou a queda mais abrupta na sobrevida nos primeiros
dias, entretanto a média de sobrevida nos dois grupos foi de 66,7%, ficando atras apenas da
S.epidermidis que foi de 80%. Nessas duas espécies ndo houve diferenga estatistica entre o
grupo que recebeu o tratamento e o que foi inoculado apenas com a bactéria (figura 2). A média

de sobrevivéncia em dias foi de 5 para a primeira espécie e de 6 dias para a segunda.

Por outro lado, a S.agalactiae teve a maior mortalidade, sendo de 100% para o0 grupo
que recebeu o extrato e de 53,3% para 0 grupo que recebeu apenas a infec¢do na concentracao
1.



Figura 2: Graficos de Kaplan-Meier de tratamento das bactérias
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5.3. Analise da toxidade do extrato

Utilizaram-se 15 larvas que receberam apenas o extrato da Mama-cadela para a
avaliacdo do seu potencial toxico, em comparagdo com 15 larvas inoculadas com solucéo salina

constituindo o grupo controle.

Foi observado gue a sobrevida foi maior no grupo controle (figura 2), sendo que 73.3%
sobreviveu por todo o experimento, ja no grupo inoculado com o extrato o valor foi de 33.3%,
sugerindo, desta forma, o possivel potencial toxico da planta para as larvas de Tenebrio molitor.

Ademais, houve significancia estatistica entre os dois grupos (p = 0.044).

Figura 3: Gréfico de Kaplan-Meier da avaliagdo da toxidade do extrato
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6. DISCUSSAO

Este estudo desenvolveu um protocolo de infec¢do de larvas Tenebrio molitor com
quatro espécies de bactérias gram-positivas. Foi observado que o0 aumento da concentracdo da
inoculacdo das bactérias foi diretamente proporcional a taxa de mortalidade das larvas, assim
como nos estudos de Souza et al. (2015) e Lozoya-Peérez et al. (2021), em que realizaram
protocolos de infeccdo de larvas Tenebrio molitor com diferentes espécies de fungos.

Outro trabalho que corrobora com a relacéo entre concentracdo do patdgeno e taxa de
mortalidade das larvas é o de Guerrieri et al. (2019), que ndo utilizou T.molitor, mas sim um
inseto que também apresenta fase larval e compartilha de caracteristicas imunes muito
parecidas, como resposta imune humoral com peptideos antimicrobianos e mecanismos de
opsonizacao, a Galleria mellonela. Entretanto, assim como neste trabalho, Souza et al. (2015)
acredita que as larvas de Tenebrio molitor sdo mais faceis de cultivar e oferecem os mesmos
beneficios.

Além disso, este estudo vai de encontro com o trabalho de Souza et al. (2015) ao
verificar que a inocula¢do com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) foi eficaz em
revelar que a patogenicidade do microorganismo € necessaria para levar a mortalidade, o que
também foi verificado por Manohar et al. (2019). Isso foi possivel por meio da analise da taxa
de sobrevida das larvas inoculadas com PBS, sendo que foi verificado que a menor taxa de
mortalidade foi nesse grupo e os outros dois trabalhos demonstraram um valor de 100% de
sobrevida.

A inoculacdo das larvas foi feita por manipulacdo mecanica utilizando a seringa de
Hamilton para administracdo nos esternitos abdominais das larvas. Gonzales-Acosta et al.
(2022) perceberam que a infeccdo por via oral, além de imitar uma infeccdo natural, evita o
estresse gerado pela injecdo, como foi utilizado nesse estudo. Logo, é retirado um fator que
pode confundir a analise de mortalidade.

N&o foi possivel observar o mesmo potencial antimicrobiano do extrato etanolico que
N0sso grupo encontrou nos experimentos in vitro (PONCE; MOURA; DIAS, 2022), ja que as
larvas de T. molitor apresentaram uma menor sobrevida nos grupos tratados em comparacao
aos grupos néo tratados, sugerindo uma potencial toxicidade do extrato.

Diante deste cenario, foi investigado o potencial de toxicidade da Mama-cadela para
larvas de T.molitor, tendo sido comprovado uma maior taxa de mortalidade no grupo que

recebeu o extrato hidroetanolico da planta. Esse resultado e validado no estudo de Engelbrecht
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et al. (2021), em que verificaram que os componentes do extrato da planta promovem uma
citotoxidade em células ovarianas de ratos.

Assim como neste estudo, o de Varanda et al. (2002) utilizou o extrato alcéolico, mas
da raiz e ndo das folhas, e verificou que cepas de Salmonella typhimurium apresentaram
aberragbes cromossdmicas pela atividade genotdxica. Corroborando com esse cenério, o de
Cunha et al. (2008) avaliou a toxicidade do extrato da raiz em camundongos que exibiram
diarreia, olhos secos, emagrecimento e epistaxe.

Os pontos fortes deste estudo séo relacionados a contribuicdo para a literatura,
especialmente por ndo haver uma vasta gama de trabalhos em relagdo a este assunto,
principalmente com uma grande quantidade de espécies bacterianas. Além disso, a descrigao
da metodologia possibilita a replicacdo de novos experimentos com possiveis adequacdes e
houve uma ampliacdo do acervo tedrico-pratico no &mbito universitario da graduacéo.

Por outro lado, houve limitagGes quanto a escassez de trabalhos recentes no mesmo
viés, o processo de inoculacdo depender de caracteristicas intrinsecas das larvas e extrinsecas
(operador-dependente) e a possivel toxicidade da planta para a larva. Houve dificuldades

também na obtencdo dos materiais, visto que dependia do fornecimento da Universidade.
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7. CONCLUSAO

Este presente estudo avaliou o potencial terapéutico dos extratos de Mama-cadela em
modelo experimental e in vivo em larvas de Tenebrio molitor.

Foi estabelecido um protocolo de infeccdo de larvas de Tenebrio molitor para a
investigacdo da patogenicidade bacteriana com bactérias gram-positivas. A partir disso,
verificou-se que a concentracdo bacteriana, estabelecida pela escala de McFarland, é
diretamente proporcional a mortalidade das larvas, sendo que a patogenicidade bacteriana é
necessaria para a mortalidade, o que € verificado pela maior taxa de sobrevida nos grupos que
receberam solucdo salina tamponada com fosfato (PBS).

Em relacdo a avaliacdo da eficacia terapéutica dos extratos da folha de Mama-cadela,
ndo foi obtido resultados positivos, visto que o extrato é possivelmente toxico para as larvas,
sendo que os grupos submetidos ao tratamento tiveram taxas de mortalidade maiores e com
significancia estatistica (p<0.05) em relagdo aos que foram apenas infectados com as bactérias.

Os resultados encontrados podem ter sofrido influéncia de algumas variaveis: larvas

escolhidas, o processo de inoculagdo que € operador-dependente e o estresse gerado na
inoculacdo. Além disso, o tratamento foi realizado com o extrato da folha, mas néo foi possivel
realizar com o da raiz para estabelecer comparacdes, especialmente em relacdo a possivel
toxicidade.

Portanto, este trabalho é de suma importancia para a comunidade cientifica, ja que
ainda sdo poucos estudos, especialmente com uma vasta variabilidade de espécies bacterianas.
Sugere-se que novos estudos sejam realizados para que haja contribuicéo entre os profissionais

da 4rea da salde.
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