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Resumo

A resisténcia de micro-organismos patogénicos aos medicamentos convencionais constitui um sério problema de Salde
Publica. A problemética da resisténcia tem gerado a necessidade do conhecimento de substancias bioativas que possam
atuar como alternativas no tratamento de infecgdes provocadas por fungos e bactérias. O efeito antimicrobiano da secrecgao
da glandula metapleural ja foi demonstrado em algumas espécies de formigas. O presente estudo teve como objetivo
analisar o efeito antimicrobiano do extrato da glandula metapleural da formiga Paraponera clavata frente as cepas ATCC
de bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e do
fungo Candida albicans. Realizou-se a coleta de operarias de formigas, sendo estas mantidas em ninhos artificiais. As
glandulas metapleurais foram extraidas e maceradas em hexano, seguido das etapas de evaporagdo do solvente. Os testes de
suscetibilidade foram realizadas pela metodologia da difusdo em &gar com a formag&o de pogos, sendo formados pogos na
segunda camada e adicionados 40pl da amostra do extrato da glandula metapleural. Diferentes concentragdes do extrato
metapleural foram testadas frente aos micro-organismos. Verificou-se que o extrato da glandula metapleural de P. clavata
ndo inibiu as bactérias e o fungo utilizados na pesquisa. Contudo, destaca-se a importancia da realizagdo de testes com
outros micro-organismos, tendo em vista que o potencial da glandula metapleural de outras espécies de formigas ter sido
comprovado em estudos anteriores e da relevancia da descoberta de compostos bioativos alternativos.

Palavras-chave: Glandula metapleural; Micro-organismos; Susceptibilidade.

Abstract

The resistance of pathogenic microorganisms to conventional drugs constitutes a serious Public Health problem. The
problem of resistance has generated the need for knowledge of bioactive substances that can act as alternatives in the
treatment of infections caused by fungi and bacteria. The antimicrobial effect of metapleural gland secretion has already
been demonstrated in some species of ants. Therefore, the present study aimed to verify the antimicrobial effect of the
extract of the metapleural gland of the ant Paraponera clavata against ATCC strains of pathogenic bacteria Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and the fungus Candida albicans. of ants,
which are kept in artificial nests. The metapleural glands were extracted and macerated in hexane, followed by solvent
evaporation steps. Susceptibility tests were performed using the agar diffusion methodology in wells, with wells being
formed in the second layer and 40ul of the metapleural gland extract sample were added. Different concentrations of the
metapleural extract were tested against microorganisms. It was found that the extract from the metapleural gland of P.
clavata did not inhibit the bacteria and fungus used in the research. However, the importance of carrying out tests with
other microorganisms is highlighted, considering that the potential of the metapleural gland of other ant species has been
proven in previous studies and the relevance of the discovery of alternative bioactive compounds.

Keywords: Metapleural gland; Microorganisms; Susceptibility.

Resumen

La resistencia de los microorganismos patégenos a los farmacos convencionales constituye un grave problema de Salud
Publica. El problema de las resistencias ha generado la necesidad de conocer sustancias bioactivas que puedan actuar como
alternativas en el tratamiento de infecciones causadas por hongos y bacterias. El efecto antimicrobiano de la secrecién de la
glandula metapleural ya se ha demostrado en algunas especies de hormigas. Por tanto, el presente estudio tuvo como
objetivo verificar el efecto antimicrobiano del extracto de la glandula metapleural de la hormiga Paraponera clavata contra
cepas ATCC de bacterias patégenas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y el hongo Candida albicans. De hormigas, que se mantienen en nidos artificiales. Las glandulas metapleurales
se extrajeron y maceraron en hexano, seguido de etapas de evaporacion del disolvente. Se realizaron pruebas de
susceptibilidad mediante la metodologia de difusion en agar en pozos, formandose pozos en la segunda capa y se
adicionaron 40 pl de la muestra de extracto de glandula metapleural, se ensayaron diferentes concentraciones del extracto
metapleural frente a microorganismos. Se encontrd que el extracto de la glandula metapleural de P. clavata no inhibi6 las
bacterias y hongos utilizados en la investigacion. Sin embargo, se destaca la importancia de realizar ensayos con otros
microorganismos, considerando que el potencial de la glandula metapleural de otras especies de hormigas ha sido probado
en estudios previos y la relevancia del descubrimiento de compuestos bioactivos alternativos.

Palabras clave: Glandula metapleural; Microorganismos; Susceptibilidad.
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1. Introducgéo

O crescente desenvolvimento de resisténcia de micro-organismos aos antibiéticos convencionais tem trazido uma
grande preocupacdo de salde puUblica. A presenca da resisténcia de micro-organismos, principalmente entre patdgenos
clinicamente perigosos, tem levado a um aumento na necessidade de novos farmacos e novas classes de antibidticos, tanto para
infeccBes adquiridas em hospitais quanto na comunidade (Silva & Aquino, 2018)

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno existente desde que o homem fez uso de antibiéticos, sendo que em
paralelo ao desenvolvimento dos medicamentos, as bactérias desenvolviam defesas contra tais substancias (Rang et al., 2001).

A resisténcia bacteriana é considerada um fendmeno natural que ocorre através do contato dos micro-organismos com
os antibiéticos, onde pode ser verificada que a rapida evolugdo dessa resisténcia acontece na proporcdo da utilizagdo dos
medicamentos. Um processo de selecdo e de adaptacio acelerou o desenvolvimento de resisténcia microbiana aos principais
antibioticos, que sdo transmitidas vertical e horizontalmente (Santana et al., 2016).

Infeccbes causadas pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia, Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae sdo particularmente problematicas devido a resisténcia intrinseca que elas desenvolvem para multiplas classes de
antibioticos e sua habilidade em adquirir resisténcia adaptavel durante um curso terapéutico (Kollef, 2005).

As infecgdes provocadas por fungos também ocupam destaque no contexto da satde publica. Os fungos do género
Candida séo colonizadores da microbiota normal do corpo humano, porém, podem provocar danos elevados no contexto
infeccioso. As manifestacGes clinicas oriundas de infec¢des causadas por fungos do género Candida incluem infecgdes de pele
e mucosas, ou mesmo infec¢es sistémicas, caracterizada pela disseminacdo da levedura pelo organismo. (Deorukhkar &
Roushani, 2018 Nakamura, et al., 2013).

Grande parte das infecgdes fungicas apresentam tratamentos com drogas sintéticas, no entanto, estudos
epidemiolégicos demonstram a tendéncia dessas leveduras a adquirirem resisténcia a antiflingicos normalmente utilizados para
o tratamento da infecgdo (Canuto & Rodero, 2002).

De acordo com Padilha et al. (2010) devido a essa resisténcia, é de fundamental importancia a pesquisa por novos
agentes antimicrobianos para suprir a necessidade do desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes. Nessa
perspectiva, tem ocorrido um crescente interesse em avaliar a atividade antimicrobiana da secre¢do da glandula metapleural de
formigas, sendo que tal estrutura pode apresentar uma atividade de controle de micro-organismos.

A glandula metapleural é considerada exclusiva para Formicidae, por esse fato, sdo consideradas uma das principais
sinapomorfias da familia (Holldobler & Wilson, 1990). Os produtos dessa glandula tém caracteristicas acidas, expresso como
porcdes de acido carboxilico ou fenol (Yek & Mueller 2011; Vander Meer 2012). Cada glandula consiste de um grupo de
células que secretam seu produto dentro de uma cAmara coletora, seguindo diretamente para o reservatorio (Bacarro et al 2015;
Hélldobler & Wilson, 1990).

O potencial da glandula metapleural de diferentes espécies de formigas ja foi testado para o controle de espécies de
fungos e bactérias (Guarda & Lutinski, 2020). Em Acromyrmex octospinosus, Bot et al (2002) verificaram varia¢cdes no padrdo
de sensibilidade dos fungos Metarhizium anisopilae e Beauveria bassiana. Alguns antibioticos produzidos por Atta sexdens
foram descritos para esta glandula, como &cido fenilacético (Maschwutz et al., 1970) e indolacético (Schildknecht & Koob,
1971).

Guarda e Lutinski (2020) destacam a necessidade do conhecimento da atividade antimicrobiana da maioria das
secre¢Bes glandulares de formigas, bem como para a maioria dos tdxons. O presente artigo busca verificar a atividade
antimicrobiana da glandula metapleural da formiga Paraponera clavata sob 0s micro-organismos patogénicos Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Estafilococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans, que apresentam importancia

clinica, em fungéo aos processos de resisténcia aos antimicrobianos.
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2. Metodologia

O estudo trata-se de uma pesquisa experimental, pois apresenta condigdes de realizagdo das analises controladas e possui

valores numéricos que complementam os dados qualitativos obtidos (Schneider, 2017; Pereira, et al., 2018).

2.1 Coleta do material biol6gico

Operérias de P. clavata foram coletadas na Area de Protecdo Ambiental Inhamum (APA), localizada entre as
coordenadas 04° 53” 30” de latitude S e 43 24’ 53” de longitude W, a margem esquerda da BR 136, pertence a regido Leste
Maranhense.

Os espécimes foram coletados e transferidos para o Laboratério de Mirmecologia/LAMIR, do Centro de Estudos
Superiores de Caxias/CESC da Universidade Estadual do Maranhdo/UEMA.

Ninhos artificiais foram confeccionados a partir de caixas plasticas, contendo substrato dos ninhos originais. Os
ninhos foram mantidos em temperatura (27° = 2°C) e luminosidade controlada, sendo que a dieta alimentar foi baseada em mel,

sardinha e outros carboidratos.

2.2 Obtencao dos extratos

Operérias de P. clavata foram crioanestesiadas, dissecadas e as glandulas metapleurais extraidas. Os extratos foram
obtidos através da maceracdo das glandulas em hexano (100 pares de glandulas - 1 ml de hexano), logo apds,0 material foi
filtrado e posto em evaporador rotativo a 40°C para retirada de todo o solvente.em seguida, foi realizada a aplicagdo dos

extratos preparados nas placas previamente prontas seguindo metodologia proposta por Hoenigsberger et al. (2020).

2.3 Amostras dos micro-organismos

Para a realizagdo da pesquisa foram utilizadas cepas ATCC (American Type Culture Collection) adquiridas
comercialmente, sendo elas Candida albicans (ATCC 76485), Pseudomonas aeruginosa ATCC 1705, Escherichia coli ATCC
25922, Estafilococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 7853. As amostras do fungo foram reativadas e
cultivadas em Agar Saboraud Dextrose, e as amostras de bactérias reativadas e cultivadas em Agar Tryptic Soy. Tais
procedimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia das Doencas Infecciosas (LAMIDI) do CESC

UEMA, onde foram realizados os testes de susceptibilidade aos extratos vegetais.

2.4 Preparo dos meios de cultura

As placas para os testes de suscetibilidade foram constituidas de duas camadas, sendo a primeira camada formada por
agar-agar, e a segunda camada composta de Agar Muller-Hinton. Para a formagio da primeira camada, foi utilizado 10,6
gramas do agar diluido em 300 ml de &gua destilada, dissolucdo recomendada pelo fabricante. Logo apés, a mistura foi agitada
e levada ao bico de Bunsen para a dissolucdo total. Aliquotas de 15 ml foram adicionadas a tubos de ensaio e levadas a
autoclave a temperatura de 120°C pelo periodo de 15 minutos. Apés a esterilizacdo, o meio foi entornado nas placas
devidamente esterilizadas, sendo posto em repouso para solidificagdo. Na segunda camada, composta de dgar Muller-Hinton,
3,6 g de soluto foi diluido em 300 ml de agua destilada. Aliquotas de 13 ml desse meio foram postas em tubos de ensaio e

esterilizadas na autoclave a temperatura de 120°C por 15 minutos.
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2.5 Preparo e inoculagdo de cepas

Por meio de uma alca de platina esterilizada foi realizada a inocula¢do dos micro-organismos recentemente repicados em
tubos de ensaio com 1 ml de solucéo fisioldgica a 0,9%, a turbidez da inoculagdo foi obtida com base na escala 0,5 de Mac
Farland (MF).

2.6 Preparacdo das placas para a realizacéo dos testes

Para a preparacéo das placas para a realizagéo do teste com extratos brutos, 1 ml da suspensdo microbiana foi adicionada
aos 13 ml de agar Muller-Hinton, mantido a temperatura de 45 °C no banho-maria. A segunda parte foi entornada sobre a
primeira e pocos foram confeccionados na segunda camada, mediante a utilizacdo de ponteiras plasticas esterilizadas de 4,0

mm de diametros.

2.7 Atividade antimicrobiana do extrato glandular pelo método de difusdo em agar

Os ensaios foram realizados em triplicatas com a utilizacdo de cepas ATCC: Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae. A determinacéo da atividade antifingica do
extrato glandular foi realizada pela técnica da difusdo em agar em pocos, segundo Groove & Randall (1955).

Para as bactérias utilizadas na pesquisa, foi utilizado o antibiético clorafenicol como cotrole positivo, para o fungo
utilizado na pesquisa usou-se o antifingico fluconazol como controle positivo, seguindo a padronizacdo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). Para o controle negativo, foi utilizado indculo de solucéo fisioldgica esterilizada.
A concentragdo do fluconazol como padrdo de controle foi de 64 pg/ml, sendo a concentra¢do de clorafenicol de 30 pg/ml.
(Ho6fling, et al.,2010) diluidos em DMSO.

Nos poc¢os formados na segunda camada foram adicionados 40 pL dos extratos testados, seguindo metodologia
semelhante & de Alves et al., (2008). As placas foram incubadas a temperatura de 36 °C em estufa BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) por um periodo de 48 h. Apds periodo de incubacdo foi realizada a leitura dos resultados, que ocorreu através da
verificacdo da existéncia de halos de inibicdo microbiana, sendo medidos os halos dos controles positivo e negativo em
milimetros, com auxilio de uma régua milimetrada, como o teste foi realizado em triplicata para cada espécie de micro-

organismo.

2.8 Andlises da atividade antimicrobiana sob as diferentes concentracGes do extrato glandular

A determinagdo da atividade antimicrobiana de extratos em diluicdo seriada foi realizada segundo a metodologia
modificada conforme recomendada pelo CLSI, 2019 com as mesmas cepas da levedura e das bactérias utilizadas nos testes de
difusdo em agar.

Foram realizados testes com diferentes concentracbes do extrato da glandula metapleural. Sendo testado a
susceptibilidade dos micro-organismos sob extratos formados por 15, 30, 60,90, 120 e 150 glandulas em placas formadas por

agar-agar.

2.9 Andlises Estatisticas
As analises foram realizadas por meio dos programas estatisticos Bioestat 5.3 e R 4.0.3 (Ayres, et al., 2007). Os dados
serdo obtidos em relagdo aos valores dos halos de inibi¢cdo nos controles positivo e negativo em mensuracdo a presenca ou

auséncia de halos inibicdo sob os micro-organismos utilizados.
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3. Resultados e Discusséao

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados extratos com diferentes concentracGes de glandulas metapleurais e cepa
ATCC das bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e da levedura
C. albicans. Com base nos resultados obtidos, verificou-se que ndo ouve inibicdo dos micro-organismos patogénicos sob as
diferentes concentracfes do extrato glandular metapleural de P.clavata. A variagdo nos valores dos controles para as espécies
de bactérias utilizadas no estudo pode estar relacionada a concentracdo do antibiético associada ao mecanismo de resposta de

cada espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Valores dos halos de inibi¢éo do controle positivo para as bactérias (clorafenicol) e para fungos (fluconazol) frente

as diferentes concentragdes do extrato metapleural. Caxias-Ma, 2021.

Espécies de micro-organismos Controle Controle Concentracdes de glandulas
Fluconazol Clorafenicol 15 30 60 90 120 150

Candida albicans 12,00 mm - - - - -

Escherchia coli 18,00 mm - - - - -

Estafilococcus aureus 15,00 mm - - - - - -

Klebsiella pneumoniae 20,00 mm - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa 17,00 mm - - - - - -

Fonte: Autores

Estudos desenvolvidos com formigas cortadeiras investigaram a natureza quimica da composi¢do da secrecdo
metapleural. As atividades antimicrobianas verificadas no referido estudo foram atribuidas a presenca de é&cido fenilacético,
acido indolacético e lactonas (Nascimento et al. 1996; Bot et al. 2002 .) Bot et al. (1996) confirmou que acido fenilacético é o
principal componente da glandula metapleural de formigas, ao passo que esta ausente na formiga Acromyrmex octospinosus. A
composi¢do acida da secrecdo metapleural esta relacionada com a inibicdo de crescimento bacteriano, fato que pode ser
explicado pelo aspecto de muitas espécies de bactérias serem inibidas em baixos niveis de pH.

A acdo antibidtica da glandula metapleural tem sido destaca por diversos estudos. O estudo de Yek & Mueller (2011)
sugerem que os produtos da glandula metapleural reduzem o pH no jardim de fungos, contribuindo assim para a inibicao de
micro-organismos patogénicos. Polsen et al. (2002) aponta para a existéncia de produtos com fungdo antibiotica na secrecéo
metapleural.

A natureza 4cida da secrecdo metapleural foi verificada em diferentes espécies de formigas. A espécie Atta sexdens
tem secre¢Bes com um pH de 2,5, Myrmica laevinodis e M. rubra possuem secrecfes da glandula metapleural com um pH de
3,0-3,5 (Crematogaster scutellaris, C. inflata , C. difformis com um pH de 3-4 (Maschwitz, 1974) e Myrmecia gulosa com um
pH de 3,5 (Mackintosh et al ., 1995). No entanto, o referido estudo aponta para a existéncia de uma espécie de formiga que nao
possui secrecdo formada por acidos, a formiga Aenictus fergusoni.

A variagdo no padrdo de acidez de espécies de formigas, bem como a comprovacdo da existéncia de uma espécie que
ndo possui secrecdo metapleural acida, pode ser relacionada & ndo inibicdo dos micro-organismos utilizados na presente
pesquisa, sendo que estudos relacionam a natureza &cida da composicdo metapleural aos resultados de susceptibilidade de

fungos e bactérias.
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Bot et al. (2002) verificaram a variacdo de resposta inibitoria dos fungos dos géneros Aspergillus e Escovopsis frente
ao tratamento com a secrecdo da glandula metapleural. No estudo de Mendonca et al. (2009), testes com a glandula
metapleural de formigas do género Atta demonstraram diferencas no padrdo de susceptibilidade das bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e do fungo Candida albicans.

No estudo de Junqueira e Diehl. (2014), bioensaios foram realizados com o objetivo de testar a susceptibilidade do
fungo Beauveria bassiana frente a secrecdo da glandula metapleural de formigas do género Atta, verificando assim que a
secrecdo metapleural das formigas em estudo ndo apresentaram atividade fungicida sob a cepa do fungo. Tal resultado
corrobora com os dados obtidos no presente estudo, visto que a glandula metapleural de P. clavata ndo ter apresentado inibicdo
do fungo C. albicans.

Penick et al. (2018) testaram a a¢do antimicrobiana do extrato da glandula metapleural de 20 espécies de formigas sob
a bactéria Sthaphylococcus epidermidis. Os testes foram realizados em cultura liquida, e como resultado pode-se verificar que
somente as especies Monomorium minimo, Solenopsis invicta e Solenopsis molesta demonstraram inibi¢do frente ao micro-
organismo testado. Neste sentido, cabe destacar que 40% das espécies utilizadas no estudo néo apresentaram inibi¢do sob a
bactéria S. epidermidis, podendo assim estabelecer uma relagdo com os resultados obtidos diante da pesquisa realizada com a
espécie P. clavata, visto esta ndo ter apresentado inibi¢do diante dos testes realizados.

O estudo de Guarda e Lutinski (2020), realizou um levantamento sobre os métodos de extracdo das glandulas
exocrinas de formigas, destacando uma variedade de solventes utilizados, tais como etanol, metanol, hexano e cloreto de sddio
diclorometano.Os autores destacam a variagéo de resultados obtidos a partir da modificagdo do solvente em testes. A técnica
de extragdo da glandula em solvente permite a obtencdo de maiores quantidades de secre¢des, permitindo a extragdo de
alcaldides e proteinas (Liu et al., 2017).

O presente estudo utilizou o solvente hexano na extracdo da glandula metapleural da espécie em pesquisa, 0s
resultados de ndo inibicdo dos micro-organismos pode assim estar relacionado ao solvente utilizado nos testes, sendo
necessaria a verificacdo de novos testes com solventes diferenciados e que ja tenham demonstrado eficiéncia na inibicdo de
fungos e bactérias em associa¢do com extratos glandulares.

Diante dos dados expostos na Tabela 1, o extrato glandular metapleural da espécie P.clavata ndo apresentou inibicao
dos micro-organismos utilizados nos testes. Tais resultados possuem relevancia no campo cientifico, visto que possibilitou o
conhecimento da atividade microbiana da glandula metapleural de uma espécie de formiga primitiva, que necessita de maiores
investigacdes sob a quimica de sua secre¢do glandular metapleural. Guarda e & Lutinski (2020) apontam para a necessidade
de estudos caracterizagdo quimica da maioria das secrecfes glandulares de formigas, bem como para a maioria dos taxons,

sendo que a grande maioria dos estudos apresentarem como foco linhagens de formigas com biologias especializadas.

4. Concluséo

De acordo com os dados encontrados neste estudo, até o presente momento, constatou-se que o extrato da glandula
metapleural da formiga P. clavata ndo apresentou efeito antimicrobiano frente aos micro-organismos Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Estafilococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Candida. albicans. Diante do resultado, destaca-
se a importancia da realizacdo de testes com outros micro-organismos, tendo em vista que o potencial da glandula metapleural
de outras espécies de formigas ter sido comprovado em estudos anteriores e da relevancia da descoberta de compostos
bioativos alternativos.

Assim, sugere-se que o extrato da glandula metapleural de P. clavata seja testado em outras espécies de fungos e

bactérias, bem como a utilizagdo de solvente etandlico e matandlico nos novos testes.
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