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RESUMO

BIOSSENSORES CONTENDO ACETILCOLINESTERASES DE FORMIGAS
CORTADEIRAS PARA SCREENING DE POTENCIAIS INSETICIDAS
NATURAIS. Algumas das pragas agricolas mais significativas em danos e
prejuizos sdo as formigas cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex). Estes
insetos causam danos em areas agricolas e silviculturais, principalmente em
monoculturas, como Pinus, Eucalyptus, Gmelina e Citrus. A aplicagdo de
compostos quimicos como organofosforados e carbamatos para o controle
das formigas podem ter impacto negativo no meio ambiente e na saude
humana. Com base nisto, no presente trabalho foram desenvolvidos dois
biossensores eletroquimicos baseados em acetilcolinesterases de formigas
cortadeiras para a indicacdo de potenciais inibidores oriundos de extratos
vegetais. Para o desenvolvimento dos biossensores, eletrodos foram
serigrafados em folha de poliéster utilizando tintas a base de carbono e
Ag/AgCl. A modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho foi necessaria
para a imobilizacdo das enzimas AChE A e AChE B por ligagédo covalente. A
atividade enzimatica foi detectada através da corrente de pico anddico
referente ao produto da reacdo entre as AChEs e o substrato iodeto de
acetiltiocolina (ATChl), a tiocolina (TCh). Apds os estudos de otimizagao das
condi¢gdes para ambos 0s biossensores, 0s mesmos apresentaram respostas
de atividades enzimaticas até o décimo terceiro dia apds a imobilizagado das
AChEs nos eletrodos. Os estudos de inibigdo com o organofosforado malation
alcancaram limites de deteccdo de 9,1 nmol L-1 para AChE A e 4,7 nmol L-
1para AChE B. Desta forma, os extratos de Solanum lycocarpum e Ocotea sp
foram aplicados para estudos de inibicdo e obtiveram perfis diferentes de
atividade inibitéria entre si e para cada enzima. O extrato de Solanum
lycocarpum apresentou 80% de inibicdo frente a AChE A, sendo um extrato
promissor para estudos futuros na busca de inseticidas naturais para formigas
cortadeiras. Os biossensores desenvolvidos sdo uma nova ferramenta para a

triagem de extratos com potencias atividades inseticidas.
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ABSTRACT

BIOSENSORS CONTAINING ACETYLCHOLINESTERASES FROM LEAF-
CUTTING ANT FOR SCREENING POTENTIAL NATURAL INSECTICIDES.
Some of the agricultural pests most responsible for damage and losses are
leaf-cutting ants (genus Atta and Acromyrmex). This insect causes damage in
agricultural and forestry areas, mainly in monocultures, such as Pinus,
Eucalyptus, Gmelina and Citrus. The application of chemical compounds such
as organophosphates and carbamates to control ants can have a negative
impact on the environment and human health. Based on this, in the present
work, two electrochemical biosensors based on acetylcholinesterases from
leaf-cutting ants were developed to detect potential inhibitors from plant
extracts. For the development of the biosensors, the electrodes were screen-
printed on polyester foil using carbon and Ag/AgCl-based inks. The
modification of the surface of the working electrode was necessary for the
immobilization of the enzymes AChE A and AChE B by covalent bonding. The
enzymatic activity was detected through the peak current corresponding to the
product of the occurrence between AChEs and the substrate acetylthiocholine
iodide (ATChl), thiocholine (TCh). After the studies to optimize the conditions
for both biosensors, they presented enzymatic activity responses up to the
thirteenth day after the immobilization of AChEs on the electrodes. The
inhibition studies with organophosphate malathion reached detection limits of
9.1 nmol L-1 for AChE A and 4.7 nmol L-1 for AChE B. Thus, the extracts of
Solanum lycocarpum and Ocotea sp. were applied for inhibition studies and
provided different inhibitory activity profiles between themselves and for each
enzyme. The extract of Solanum lycocarpum obtained 80% inhibition against
AChE A, being a promising extract for future studies in the search for natural
insecticides for leaf-cutting ants. The developed biosensors are a new tool for

screening extracts with potent insecticidal activities.
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1. INTRODUGAO

1.1 Controle de pragas na agricultura

As pragas agricolas representam uma ameaca significativa para o setor
do agronegoécio, causando uma série de danos que impactam a producéo e
consequentemente, prejuizo financeiro. Os efeitos adversos das pragas podem
ser observados em varias areas como: redugcao na producao, qualidade dos
produtos, custo financeiro para o uso intensivo de insumos quimicos,
desencadeamento de epidemias, impactos ambientais e ameaca a seguranca
alimentar (BARROS et al., 2019).

O Brasil enfrenta varios desafios relacionados a pragas agricolas e
epidemias que afetam diferentes culturas em todo o pais. A diversidade climatica
e geografica do Brasil contribui para a presenca de uma variedade de pragas em
diferentes regides (HAMADA et al., 2015). Algumas das pragas agricolas mais
significativas incluem: Formigas cortadeiras (género Atta e Acromyrmex),
Lagarta da Espiga do Milho (Helicoverpa zea), pulgdo (Hemiptera, Aphididae),
mosca branca (Bemisia tabaci), larva minadora (Phyllocnistis citrella), bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis), cigarrinha verde (Empoasca kraemeri)
(SENSIX, 2024). Tratando-se das epidemias agricolas pode-se mencionar:
Requeima da batata (Phytophthora infestans), ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix), a murcha de fusarium (Fusarium oxysporum TR4) e Xylella fastidiosa
(FAO, 2024).

No Brasil, o controle de pragas agricolas é geralmente realizado por meio
de uma abordagem integrada, conhecida como Manejo Integrado de Pragas
(MIP). Essa abordagem visa combinar diferentes métodos de controle para obter
melhor eficacia, sustentabilidade e reducdo do impacto ambiental (EMBRAPA,
2024). Alguns dos principais tipos de controle de pragas agricolas no Brasil sao:

1. Controle Biologico: Neste tipo de manejo a premissa basica &
controlar as pragas agricolas e os insetos transmissores de doencas a partir do
uso de seus inimigos naturais, que podem ser outros insetos benéficos,

predadores, parasitoides, e microrganismos, como fungos, virus e bactérias.



As vespas do género Trichogramma sao um dos exemplos mais aplicados
para o controle biolégico de lagartas-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) que
causam danos em lavouras de milho e tragca-do-tomateiro (Tuta absoluta), uma
das pragas mais comuns para as plantacées de tomate (ALINE et al., 2015;
ROBERTO; PARRA, [s.d.]). Nesta aplicacao, a vespa parasita os ovos do inseto-
praga antes da eclosao, desta forma controla a praga antes que sejam causados
danos a cultura (PARRA; ZUCCHI, 2004).

2. Controle Cultural: Refere-se a manipulacdo do sistema de
producdo agricola ou das praticas culturais para reduzir ou eliminar as
populacdes de pragas. As praticas de controle cultural podem variar desde
conceitos simples, como o ajuste das datas de plantacdo para evitar
infestacdes de pragas, até abordagens mais complexas de paisagismo agricola
que podem incluir o ajuste da disposicao espacial e temporal de um
agroecossistema (WALGENBACH, 2018).

Cure e colaboradores analisaram a colheita de café no estado do Parana

e com base em seus dados, concluiram que a colheita periédica de frutas e a
limpeza foram as principais praticas de controle que reduziram os niveis de
infestacdo pelo inseto broca-do-café (Hypothenamus hampei) (CURE et al.,
2020). Acrescentaram também que a eficacia da pratica diminui a medida que o
tempo entre as colheitas e a limpeza aumenta de 15 para 60 dias.

3. Controle genético: Esta técnica agricola de controle populacional
de pragas € realizada por meio de manipulagdo de genomas. Por exemplo, a
liberacao de insetos geneticamente modificados e estéreis, para afetar e reduzir
a capacidade reprodutiva da praga que se deseja controlar (CHBAGRO, 2024).

A Biofabrica Moscamed Brasil trabalha nesta linha de controle de pragas,
produzindo machos estéreis da mosca-do-mediterraneo (Ceratitis capitata) que
ataca principalmente culturas de goiaba, acerola, manga e péssego (Moscamed,
2024).

4. Controle Varietal: Também conhecido como método de resisténcia
de plantas, esta entre os pilares do MIP e possui alta compatibilidade com os
outros métodos de controle de pragas. Essa abordagem € uma forma de controle
genético, mas em vez de envolver técnicas de modificacdo genética, foca na
selecao de variedades naturais que exibem resisténcia a agentes prejudiciais
(CHBAGRO, 2024).



Silva e colaboradores avaliaram a resisténcia de dez espécies do género
Eucalyptus frente a doenca da ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii,
onde o hibrido das espécies urophylla e grandis apresentou menor numero
médio de pustulas por foliolo, valores menores de area abaixo da curva do
progresso da doenga, obtendo assim uma maior resisténcia a ferrugem (SILVA;
AZEVEDO; POLTRONIERI, 2014).

5. Controle comportamental: O controle comportamental de pragas
envolve o uso de estratégias que exploram os comportamentos naturais das
pragas para reduzir seus impactos nas culturas agricolas. Para se comunicar, os
insetos utilizam feromonios, substancias quimicas produzidas e percebidas por
individuos de uma mesma espécie. A utilizacdo de substancias sintéticas
analogas aos feroménios é util na detec¢do, no monitoramento e no controle de
insetos-praga (MIRANDA, 2010).

Para o controle do besouro bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis),
praga de plantacdes de algodao, é utilizado um dispositivo que atrai o inseto
através de um dispersor de feroménio que apresenta um sistema de liberagéo
lenta de inseticida. Os tubos sao instalados nas bordas das areas com algodao,
nas fases pré-plantio e pés-colheita, proporcionando elevada mortalidade aos
adultos de bicudo (MIRANDA, 2010).

6. Controle Quimico: Este € o controle mais comum e o mais aplicado
em areas agricolas, sendo uma pratica que envolve o uso de produtos quimicos,
como pesticidas e inseticidas, para controlar ou reduzir as populagdes de pragas
que podem causar danos as culturas (AGRIQ, 2024). Dependendo da
praga/organismo a ser controlada, os compostos quimicos podem ser:
Inseticidas, Fungicidas, Herbicidas, Acaricidas e Nematicidas.

Os inseticidas atuam sobre os insetos nocivos as lavouras, diminuindo a
sua populagédo e o seu potencial de dano (WARE, 1989). Os fungicidas sao
usados para o controle de doencas de plantas causadas por fungos, bactérias
ou algas (GARCIA, 1999). Os herbicidas sao aplicados para eliminar ou controlar
o crescimento de plantas invasoras nos cultivos comerciais (ROMAN et al.,
2007). Os menos aplicados em solo brasileiro sdo os nematicidas, que
combatem os nematoides e os acaricidas, que atuam como barreiras contra os

ataques de acaros que afetam as plantagdes (SOUZA, 2023).



1.2 Inseticidas e suas aplicagdes

O mercado de agrotéxicos continua a crescer no Brasil devido ao aumento
da area de plantio nos ultimos anos. Um estudo realizado pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA) revelou que a venda de
ingredientes ativos de produtos formulados (pesticidas que chegam aos
produtores), incluindo produtos quimicos, foi de 800.652 toneladas (IBAMA,
2022).

Dados do ano de 2022 pelo IBAMA mostram que a aplicacao de
agroquimicos do tipo Inseticida alcangaram o uso de aproximadamente 88.000
toneladas de ingrediente ativo (ton.lA), o que representa pouco mais de 11% do
uso total de agroquimicos considerando sua aplicacdo individual. Conforme a
Tabela 1, pode-se verificar a porcentagem de aplicacdo de cada classe de

agrotoxicos em solo brasileiro:

TABELA 1. Os agroquimicos mais utilizados em 2022 no Brasil.

Ranking Classe de Uso Quantidade Percentual (%)
(ton.lA)
1 Herbicida 492.350,20 61,49
2 Fungicida 128.511,78 16,05
3 Inseticida 88.827,00 11,09
4 Inseticida, Acaricida 28.266,15 3,53
5 Fungicida, Acaricida 21.375,58 2,67
- Outros 5,16
Total 100

Fonte: IBAMA, 2022.



Dos dez ingredientes ativos mais vendidos e usados no Brasil, quatro
possuem acao inseticida, sendo (nomes comerciais): acefato, malation,
clorpirifés e o metomil (Figura 1.1). Os outros mais vendidos sao: glifosato,
acido 2 ,4-diclorofenoxiacético (2,4-d), mancozeb, clorotanolil, atrazin e
dibrometo de diquate (RELATORIOS DE COMERCIALIZACAO DE
AGROTOXICOS — IBAMA, [s.d.]).
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FIGURA 1.1- Estruturas quimicas dos inseticidas mais utilizados no Brasil. 1-

Acefato. 2- Clorpirifés. 3- Malation. 4- Metomil.

Os compostos acefato, clorpirifés e malation pertencem a classe de
pesticidas denominados organofosforados (OF), que sdo compostos com pelo
menos uma ligagdo P-C, uma ligacao relativamente forte, dificil de ser clivada
(BARBOZA; NASCIMENTO; OTNIEL, 2018). De forma geral, a estrutura de um
OF é composta por um atomo central de fosforo (P) e uma ligagao caracteristica
que envolve um grupo fosforila (P = O), um grupo tiofosforila (P = S) ou um grupo
selenofosforila (P=Se) (Figura 1.2) (STOYTCHEVA, 2011).

O composto metomil pertence a classe de pesticidas dos carbamatos
(CB), que sao compostos de sais ou ésteres de acido carbamico, H2NC(=0O)OH,
ou de acidos carbamicos N-substituidos R2NC(=O)OR', sendo R'= um grupo
amida ou um cation) (Figura 1.2) (MATOSEVIC; BOSAK, 2020).
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FIGURA 1.2- Estrutura quimica geral de classes de pesticidas. 5- Estrutural

geral dos OFs. 6- Estrutura geral dos Carbamatos.

Os quatro inseticidas citados possuem uma ampla aplicacdo de controle
de pestes, nos quais os alvos mais comuns sao: formiga, mosca branca, lagarta
da espiga do milho, cigarrinha verde e pulgées (AGROLINK, 2024). Apesar de
pertencerem a duas classes diferentes, o mecanismo de acao destes compostos
€ o mesmo: inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE), uma enzima
especificamente responsavel pela degradacao do neurotransmissor acetilcolina
(ACh) no sistema nervoso, como resultado ha um acumulo de acetilcolina (ACh)
nas juncdes sinapticas, o que gera estimulacdo excessiva, causando assim
toxicidade e morte daquele organismo (SILBERMAN; TAYLOR, 2018).

Apesar de serem usados amplamente para fins agricolas, estes
compostos apresentam riscos a saude humana. Os OFs possuem alto nivel de
lipossolubilidade, o que favorece a acumulagéo destes compostos no organismo
humano (MOREAU; SIQUEIRA, 2015). Ja os carbamatos apresentam
lipossolubilidade inferior aos OFs e baixa solubilidade em agua, nao possuem a
capacidade de acumulagao nos tecidos gordurosos, e sua concentragéo tende a
ser maior nos 6rgaos envolvidos na sua biotransformagéo, como por exemplo, o
figado. Por apresentar maior instabilidade que os OF, sdo menos persistentes no
organismo e no meio ambiente, tendo uma taxa de degradacao maior (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

1.3 Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras sao insetos eussociais, ou seja, apresentam uma
estrutura social altamente desenvolvida, manifestando relagdes ecoldgicas
(TOLEDO et al., 2016). Sua estrutura complexa é caracterizada por um

comportamento social organizado, cultivo de um jardim de fungos e altos niveis



de higiene, o que dificulta 0 manejo de formigas cortadeiras em comparagcao com
outros insetos (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

A organizacao social e a complexidade das formigas cortadeiras sao em
grande parte responsaveis pelo forte colonialismo observado entre esses
insetos. A colbnia se torna um grande organismo com uma rainha de vida longa.
A rainha € a principal responsavel pela formacdo da coloénia e pela sua
capacidade de sobreviver e se reproduzir. O resto da colénia & formado por
descendentes. Machos e fémeas alados deixam a colbénia para formar novas
colénias, que também incluem formigas operarias (como unidades individuais)
que realizam diversas tarefas dentro da colénia (monitorizacao, cuidados com as
rainhas, alimentacado, cuidados com as colénias e eliminacdo de residuos)
(DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

O cultivo de jardim de fungos como fonte de alimento € particularidade da
familia Myrmicine, tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) (DELLA LUCIA,
GANDRA; GUEDES, 2014). Enquanto os géneros inferiores da tribo usam
substratos variados para este tipo de cultivo, os géneros superiores cultivam
fungos em vegetacdo recentemente cortada, o que explica porque séo
amplamente conhecidas como formigas cortadeiras e pensa-se que atingiram o
auge do instinto através da agricultura (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

O fungo cultivado por essas formigas, Leucoagaricus gongylophorus
(Moller) Singer (Agaricales, Agaricaceae), € o parceiro simbiético de diversas
espécies da tribo Attini, cujo desenvolvimento ocorre no consumo de material
vegetal fresco no interior dos ninhos para formar os jardins de fungos. O fungo
produz enzimas que degradam os polissacarideos das folhas em nutrientes
assimilaveis pelas formigas. Entre esses nutrientes, a glicose produzida a partir
de material vegetal no jardim de fungos parece ser a principal fonte de alimento
das formigas, juntamente com proteinas e aminoacidos (EHDIABADI; CHULTZ,
2009).

As formigas cortadeiras sdo nativas da regido Neotropical e pertencem a
dois géneros: Atta e Acromyrmex (BRANDAO; MAYE-NUNES; SANHUDO,
2011). Estes dois géneros tém ampla ocorréncia no continente americano, desde
o sul dos Estados Unidos, Nicaragua na América Central, até a Argentina (Figura
1.3) (BARRERA et al., 2022).
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FIGURA 1.3- Distribuicdo geografica de formigas cortadeiras do género Afta.

Adaptado de (BARRERA et al., 2022).

As formigas cortadeiras causam danos em areas agricolas e silviculturais,
principalmente em monoculturas, como Pinus, Eucalyptus, Gmelina e Citrus
(VASCONCELOS; CHERRETT, 1997). Plantas com idade entre 1 e 3 anos séo
os principais alvos dessas formigas e assim, desfolhadas, causando danos
irreversiveis, ja que as mudas sdo novas e frageis (VASCONCELOS;
CHERRETT, 1997), causando perdas significativas de produtividade (ZANETTI
et al.,, 2003b, 2003a). A desfolha afeta o crescimento das plantas porque o
aumento do didmetro depende do nivel atual de fotossintese, que é reduzido
pela perda de folhas (MATRANGOLO et al., 2010). Além disso, observa-se
menor efeito na perda de altura, uma vez que o crescimento esta relacionado as
reservas vegetais.

As formigas do género Acromyrmex podem chegar ao consumo diario de
folhas de Eucalyptus de 22,0 e 38,8 g dependendo da colbnia, desfolhando entre
nove e dezesseis mudas diariamente (DE CASTRO MORAIS; DOS ANJOS;
DELLA LUCIA, 2011). Plantas de Pinus taeda Linnaeus (Pinaceae)
apresentaram perdas de 20% em diametro e 13,3% em altura devido a severa
desfolha ap6s o primeiro més de plantio (REIS FILHO et al., 2011). Grandes



perdas causadas por formigas cortadeiras também ocorrem em outras culturas,
como cacau, café, cana, dendé e pastagens (MONTOYA-LERMA et al., 2012).
Por estes danos, o manejo das formigas cortadeiras € essencial para o
agronegocio brasileiro (DE BRITTO et al., 2016).

1.3.1 Manejo de formigas cortadeiras

Os métodos de controle de formigas cortadeiras envolvem abordagens
fisicas, biolégicas e quimicas (VINHA et al., 2020). Métodos de controle fisico
sdo usados principalmente em pequenas areas com ninhos superficiais de
formigas cortadeiras (ZANETTI et al., 2014).

Este método envolve procedimentos como a remogao de rainhas através
da escavacao de estruturas recém-formadas e a prevencao do crescimento de
col6nias (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Assim sendo, é importante
levar em conta a profundidade do ninho e a sazonalidade do voo nupcial antes
de optar por esse método, quando as rainhas estdo a cerca de 20 cm de
profundidade no solo (ZANETTI et al., 2014). A remocédo das camadas
superficiais dos ninhos e a adicdo de compostos organicos e inorganicos
também pode ser feita como parte do manejo integrado. Barreiras fisicas, tais
como fitas plasticas com graxa, cilindros plasticos e tiras de plastico ou metal
fixadas no tronco da arvore, tém alguma eficacia em plantagcdées de pequeno
porte, mas requerem manutencao constante (MORESSI et al., 2007). Além da
inviabilidade desses meétodos em grandes areas, eles ndao impedem a
recuperacdo de colénias de formigas cortadeiras (BOULOGNE; OZIER-
LAFONTAINE; LORANGER-MERCIRIS, 2014).

O controle biolégico de formigas cortadeiras € uma abordagem que utiliza
organismos vivos para reduzir ou controlar a populagcdo dessas formigas
consideradas pragas. A aplicacdo deste tipo de controle é geralmente
incentivado devido a sua racionalidade, sustentabilidade e respeito ao meio
ambiente (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). O fungo patogénico
Beauveria bassiana para infectar operarias das col6nias, e o Trichoderma spp.
como antagonista do fungo simbioético, mostraram resultados promissores em
condicdes de laboratoério (FOLGARAIT et al., 2011; VERZA et al., 2006).

No entanto, os resultados laboratoriais geralmente obtidos com estes

patégenos ndo sdo comprovadamente altamente eficientes em nivel de campo
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(DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014), pois em muitas condigdes naturais,
as formigas associadas ao seu fungo simbio6tico sdo capazes de detectar e se
recuperar da infeccao por agentes patogénicos (DE BRITTO et al.,, 2016;
MONTOYA-LERMA et al., 2012). Um dos principais mecanismos de defesa das
formigas € a liberacédo de secrec¢des glandulares antifungicas (MOTA FILHO et
al.,, 2021). Essas secregdes sao produzidas e liberadas pelas glandulas
metapleurais das formigas, que contém compostos que impedem a germinacao
do patégeno e atuam como antibidtico, protegendo o organismo contra
patogenos (MORGAN, 2008).

As moscas da familia Phoridae compdem o principal grupo de agentes
parasitoides de controle biolégico para as formigas cortadeiras (DELLA LUCIA,
2011). Esses parasitoides péem seus ovos em operarias forrageiras que
transportam folhas ao longo da trilha ou enquanto essas operarias cortam
fragmentos de folhas (BRAGANCA; TONHASCA JR; DELLA LUCIA, 2009;
ELIZALDE; FOLGARAIT, 2012). No entanto, as formigas nao sao hospedeiras
passivas e exibem uma resposta generalizada a ataques de forideos
(ELIZALDE; FOLGARAIT, 2012). Além disso, € pouco provavel que o ataque de
tais inimigos naturais suprima a colénia, o que é a mesma deficiéncia partilhada
por outros agentes de biocontrole de formigas cortadeiras.

Os métodos quimicos para controle de formigas cortadeiras sdo os mais
comumente empregados, com o produto quimico toxico sendo utilizado
diretamente nos ninhos, nas formulagdes de p6, fumigacao, termonebulizagéo
elou iscas granuladas, aplicadas nas proximidades das colénias (MOTA FILHO
et al., 2021).

A aplicacdo de formulagcbes em pd seco € realizada bombeando o
inseticida para dentro do ninho através de sua abertura principal e orificios ativos.
Compostos da classe dos organofosforados, carbamatos e particularmente
piretréides tém sido usados como pé seco para fornecer controle eficiente sob
condi¢cées ambientais secas e contra ninhos pequenos e rasos (DELLA LUCIA;
ARAUJO, 2000). Estruturas de ninhos profundas e complexas, como geralmente
observadas em ninhos maduros do género Afta, ndao sdo completamente
atingidos por esta pratica, uma vez que o pd ndo alcangca camaras mais

protegidas que abrigam a rainha, sua ninhada e as operarias menores que
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cuidam desses insetos, ndo conseguindo assim suprimir a colénia (BOARETTO;
FORTI, 1997).

O uso de fumigantes (inseticida em estado gasoso), principalmente
brometo de metila, era frequentemente empregado contra formigas cortadeiras
(DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). O composto era aplicado
diretamente no ninho (novamente por meio de orificios abertos e ativos),
passando de liquido para gas apdés a liberacao de pressao. Na forma de gas, o
composto é capaz de se espalhar por todo o ninho, causando assim sua
supresséao. Tratava-se de um produto eficaz no controle de formigas cortadeiras,
contudo de elevado custo, exigia mao-de-obra especializada para aplicagao,
sendo de alta periculosidade ao aplicador e por isso seu uso foi descontinuado
(BOARETTO; FORTI, 1997; MARSARO et al., 2004).

A termonebulizacdo é a produgdo de uma fumacga toxica aplicada
diretamente nos orificios do ninho por meio da queima de querosene ou 6leo
diesel, a qual libera também o formicida (DONATO et al., 2021). Para suprimir
colénias grandes (com mais de 10 m? de didametro superficial), tal técnica requer
a aplicacdo de névoa nas aberturas ativas do ninho até que o ninho esteja
saturado (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Este método interrompe
imediatamente as atividades da col6nia, sendo indicado, principalmente para as
de grande porte e em areas com grande numero de colénias (BARBOSA et al.,
2023).

As iscas sdo mais praticas, econdmicas e operacionais para o controle
dessa praga. As iscas usam um ingrediente ativo atraente, como pellets de polpa
citrica desidratada e outros materiais organicos que atuam como transportadores
(CATALANI et al., 2019). As iscas sao distribuidas perto das trilhas das formigas
e aberturas dos ninhos; a quantidade de isca € baseada no tamanho do ninho, e
as formigas pegam os granulos e os introduzem no ninho (DELLA LUCIA;
GANDRA; GUEDES, 2014). As iscas colhidas sado levadas para o ninho,
contaminando assim o jardim de fungos e supostamente também as operarias
menores quando elas manuseiam o fungo, o que causa sua eventual morte
dentro de poucos dias (ZANETTI et al., 2004). A sulfluramida e o fipronil séo os
principais compostos atualmente utilizados em larga escala como iscas para o
controle de formigas cortadeiras (CATALANI et al., 2019).
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1.4 Acetilcolinesterase

Pertencente a familia das colinesterases (ChEs), a AChE & uma hidrolase
de ésteres carboxilicos, ou seja, enzimas que decompdem ésteres de colina
(LIONETTO et al., 2013). A classe das colinesterases inclui a AChE que hidrolisa
0 neurotransmissor acetilcolina (ACh) e a enzima pseudocolinesterase, ou
butirilcolinesterase (BChE), que decompéem o substrato butirilcolina (BCh)
(ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

AAChE é encontrada principalmente nas jungées neuromusculares e nas
sinapses colinérgicas do sistema nervoso central (TRANG; KHANDHAR, 2019).
Nestes locais, apds a ativagao dos receptores de acetilcolina na membrana pos-
sinaptica, a AChE hidrolisa a acetilcolina em colina e acetato (MCHARDY et al.,
2017). A atividade da AChE serve para encerrar a transmissao sinaptica,
evitando disparos nervosos continuos nas termina¢cdes nervosas. Portanto, &
essencial para o funcionamento normal do sistema nervoso central e periférico.

Além de suas fungbes neuronais classicas, numerosos estudos
estabeleceram que a AChE pode desempenhar outras fungdes nao classicas em
vertebrados, incluindo neuritogénese, adesao celular, sinaptogénese, ativacao
de neurbnios dopaminérgicos, montagem de fibras amildides, hematopoiese e
trombopoiese (BALLARD et al., 2005; OLIVERA; RODRIGUEZ-ITHURRALDE;
HENLEY, 2003; SOREQ; SEIDMAN, 2001).

Em insetos, a AChE tem sido extensivamente estudada por sua principal
funcdo na neurotransmissdo, uma vez que € o principal alvo para inseticidas
anticolinesterasicos (organofosforados e carbamatos) (TOUTANT, 1989). A
inibicdo da AChE por inseticidas das classes organofosforados e carbamatos
acumula ACh na lacuna sinaptica e causa dessensibilizagao do receptor de ACh,
levando ao bloqueio da transmissdo do sinal e a morte do inseto (KONO;
TOMITA, 2006).

A AChE de inseto € geralmente uma proteina globular homodimérica, na
qual estas subunidades diméricas estao ligadas covalentemente por uma ligagéao
dissulfeto (KIM et al.,, 2010; KONO; TOMITA, 2006). A primeira estrutura
tridimensional de AChE elucidada foi a do peixe elétrico Torpedo californica, para

a AChE de inseto, a primeira estrutura caracterizada foi a de mosca-da-fruta
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Drosophila melanogaster, ambas obtidas por difragdo de raios-X (SUSSMAN et
al., 1991).

Segundo Dos Santos (DOS SANTOS et al., 2019), apesar da identidade
sequencial entre a AChE do Torpedo californica e de Drosophila melanogaster
ser somente de 36%, ambas as estruturas enzimaticas se enovelam de maneira
semelhante e o sitio catalitico se sobrepéem de maneira efetiva. O sitio ativo fica
perto do fundo de um desfiladeiro profundo e estreito (também chamado de bolso
catalitico) que alcanca a metade da proteina. O desfiladeiro é revestido com 14
residuos aromaticos altamente conservados que tém um papel na facilitagao da
difusdo do substrato para o sitio ativo. Ha uma triade catalitica: Glutamato (Glu),
Histidina (His) e Serina (Ser), com distancias de ligacao de hidrogénio
apropriadas e alinhamento no sitio ativo.

Apoés entrada do substrato no centro catalitico e devida orientagao de
residuos de aminoacidos como Glu e Triptofano (Trp) do subsitio aniénico, a ACh
sera hidrolisada pelos residuos de Ser e His. A His funciona como um catalisador
acido-base, e a Ser, age como um nucledfilo.

Quando a ACh chega ao sitio ativo da AChE, a carbonila do
neurotransmissor € atacada pelo par de elétrons hidroxila do residuo Ser. A His
entdo atua como base e remove o préton do ion hidroxénio formado. A His
protonada atua como um acido e protona o grupo colina da ACh, que é entéao
liberada. Devido a perda do grupo colina, a AChE fica acetilada e entdo é
hidrolisada com uma molécula de agua (H20), que atua como um nucledfilo para
entdo produzir acido acético e deixar livre o residuo de Ser para que a enzima

recupere sua atividade (Figura 1.4).
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FIGURA 1.4- Mecanismo de reagéao do sitio catalitico de AchE e o substrato ACh.
Adaptado de Araujo et al. (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016)

AChE é codificada pelo gene ace. Muitas espécies de insetos tem dois
tipos de genes ace (ace1 e ace2, codificando AChE1 e AChE2, respectivamente)
(KIM; LEE, 2013), enquanto as espécies na subordem Cyclorrhapha de Diptera,
como Drosophila melanogaster e Musca domestica, possuem apenas um unico
gene ace2 (HUCHARD et al., 2006).

Em muitas espécies de insetos com os dois genes ace, a AChE1 é a
principal enzima sinaptica e desempenha um papel predominante na
transmissao do sinal colinérgico (JIANG et al., 2009; KIM et al., 2012a; KIM; LEE,
2013). Em contraste, é proposto que as AChE2 nessas espécies possuem uma

funcdo colinérgica mais limitada, mas outras fungbes nao colinérgicas, como
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regular o desenvolvimento do embrido, o crescimento larval e a capacidade
motora; influenciar a postura e a ecloséao dos ovos; e até mesmo afetar o fenétipo
(HE; SUN; LI, 2012; KUMAR; GUPTA; RAJAM, 2009; LU et al., 2012; REVUELTA
et al., 2009).

Dos Santos e colaboradores isolaram, purificaram e caracterizaram duas
AChE nativas de formiga cortadeira Atta sexdens (AsAChE-A e AsAChE-B),
sendo a AsAChE-A a principal enzima envolvida na hidrélise de acetilcolina nas
sinapses (DOS SANTOS et al., 2019). Observou-se ainda que a ASAChE-B € um
mondémero de aproximadamente 66 kDa e a ASAChE-A um dimero de 132 kDa.

A existéncia destes dois genes ace em insetos e a diferenca de funcdes
no organismo entre AChE1 e AChE2 tém atraido cada vez mais atencgao para o
estudo de seus papéis na resisténcia a inseticidas e como alvos para o
desenvolvimento de inseticidas seguros para humanos e ecologicamente mais
seguros (LANG; YAN ZHU; ZHANG, 2012; PANG et al., 2012).

1.5 Biossensores eletroquimicos de acetilcolinesterase

Para bioensaios de acetilcolinesterase, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), ensaios colorimétricos e biossensores baseados em
fluorescéncia sdo métodos comumente empregados (BHATTU; VERMA,
KATHURIA, 2021). A CLAE, embora adequada, enfrenta desafios como altos
custos, tempo longo de analise e a necessidade de treinamento especializado
(SONGA et al., 2009).

Os métodos colorimétricos baseados no reagente de Ellman séao
aplicados na medicao indireta da atividade da AChE, podendo levar a resultados
falso-positivos e negativos (DE LIMA et al., 2019). Os biossensores baseados
em fluorescéncia tém limitagdes, exigindo altas concentracdes de fluoréforos,
possivelmente levando a extingdo devido a agregacao (BHATT et al., 2021).

Consequentemente, os sensores eletroquimicos sdo amplamente
utilizados para detectar organofosforados e carbamatos devido ao seu custo,
seletividade e sensibilidade. O desenvolvimento de eletrodos descartaveis é a
principal alternativa diante do maior viés de eletrodos sélidos, a regeneragéo da
superficie (NASCIMENTO; ANGNES, 1998). As vantagens destes também sao
a facil construgao, baixo custo, boa reprodutibilidade, aplicagdo de microvolumes

de reagentes e ainda podem ser produzidos em larga escala.
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As principais técnicas para a construgdo de eletrodos descartaveis sao:
impressao por jato de tinta, placas de circuito impresso recobertas com cobre,
transferéncia por estampagem (stamped transfer electrodes - STEs) e a técnica
de silkscreen ou serigrafia (screen-printing) (PEVERARI, 2016).

Para o desenvolvimento de um biossensor enzimatico aplicavel, a
imobilizacdo da enzima na superficie do eletrodo de trabalho é a etapa mais
importante. Este processo € direcionado através de varias interacdes entre a
enzima e o material do eletrodo e afeta fortemente o desempenho do biossensor
em termos de sensibilidade, estabilidade, tempo de resposta e reprodutibilidade
(PUNDIR; CHAUHAN, 2012).

Das vantagens citadas dos eletrodos descartaveis, talvez a mais
importante seja seu grande numero de possiveis modificagdes. A composigcéo
das tintas usadas no processo de impressao pode ser modificada pela adigédo de
substancias de natureza muito diferente, como metais, enzimas, polimeros e
agentes complexantes.

Wen e colaboradores modificaram a superficie de screen-printed carbon
electrodes (SPCE, do inglés, eletrodos de carbonos impressos em tela) ao
introduzir grafeno, nanoparticulas de ouro (AuNPs), solucdo de AChE (n&o
informado o organismo) e para encapsular a superficie do eletrodo, o polimero
Nafion (WEN et al., 2023). Este biossensor foi capaz de detectar em amostras
de vegetais o inseticida Isocarbofo.

Fu e colaboradores adicionaram na superficie de SPCE, 6xido de cério
revestido com quitosana (Ce0O2-CS), carbono mesoporoso com quitosana (MC-
CS) e por ultimo solugdo de AChE (n&o informado o organismo), para detectar o
inseticida Clorpirifés (FU et al., 2018).

Tun e colaboradores com o objetivo de quantificar e detectar o inseticida
Clorpirifés, construiram um biossensor adicionando a superficie de SPCE,
nanofibras de celulose (CNFs), 6xido de grafeno (GO), éxido de grafeno com
quitosana (CS-GO) e AChE de Electrophorus electricus (peixe-elétrico) (TUN et
al., 2023).

Biossensores também ja foram desenvolvidos com apenas uma etapa de
modificagao. lvanov e colaboradores desenvolveram um biossensor depositando
sobre o eletrodo de trabalho uma solugdo contendo microtubos de carbono
(SWCNTSs) e ftalocianina de cobalto (ll) (CoPC), com a imobilizacao da AChE de
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E. electricus por ligacao covalente através da reacao EDC-NHS (IVANOV et al.,
2011). Os testes de inibicao determinaram a atividade dos organofosforados
paraoxon e malaoxon.

Os biossensores de AChE para determinacao de pesticidas carbamatos e
organofosforados usam principalmente AChEs de Drosophila melanogaster e de
E. electricus (ISTAMBOULIE et al., 2009; OUJJI et al., 2013; TSOUNIDI et al.,
2023; VALDES-RAMIREZ et al., 2008; WAN et al., 2022; WANG et al., 2020a) e
seus objetivos sempre focam em detectar os inseticidas em amostras
alimenticias.

Este trabalho, no entanto, apresenta o primeiro desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos de acetilcolinesterases extraidas de formigas
cortadeiras e sob a perspectiva de busca de potenciais inseticidas de extratos

vegetais.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver biossensores eletroquimicos empregando enzimas
acetilcolinesterases de formiga cortadeira e eletrodos de carbono impressos (do
inglés screen printed carbon electrode, SPCEs) descartaveis; e aplicagdo na
triagem de extratos vegetais com atividade de inibicdo enzimatica e indicagao de

potenciais inibidores proveniente de extratos vegetais.

2.1 Objetivos especificos

o Construir os SPCEs descartaveis e avaliar sua funcionalidade e
aplicabilidade;

. Caracterizar os SPCEs sem modificacdo e com modificacao por
MEV e VC;

. Desenvolver os biossensores para a AChE A e AChE B e detectar

as atividades enzimaticas pela resposta eletroquimica;

. Andlise e otimizacdo das figuras de mérito empregando o
biossensor;
. Aplicacao dos biossensores na analise de prospeccao de extratos

vegetais e na detecgao de malation.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e reagentes utilizados

Acido ferroceno monocarboxilico (C11H1oFeOz2), acido clorodurico 99,9%
(HAuCl4.3H20), borohidreto de sédio, HEPES ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-
acido etanosulfénico), Cloreto de polidialildimetilaménio (PDDA), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), Hidroxibenzotriazol (HOBt), Tampéao
acido 2-etanossulfénico (MES), Monolaurato de polietilenoglicol sorbitano
(TWEEN 20), Malation, lodeto de acetiltiocolina (ATChl) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). As Enzimas acetilcolinesterase de formigas
cortadeiras (AChE) foram cedidas pelo Laboratério de Bioquimica Funcional e
Estrutural. Fosfato de potassio monobasico (KH2POa4), fosfato de sddio dibasico
(Naz2HPOa), cloreto de potassio (KCI), cloreto de soédio (NaCl), metanol, etanol e
hidroxido de sodio (NaOH) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Para
fabricar os microeletrodos foram utilizados: Pasta de carbono Electrodag da
Henkel (Itapevi, Brasil), Tinta de Ag/AgCl da SunChemical (Guarulhos, Brasil),

Folha de poliéster e Folha de Vinil obtida em loja local.
3.2 Equipamentos utilizados

Para as medidas de pH, utilizou-se um pHmetro Digimed DM20 (da
Digimed, Brasil). Todas solugdes relacionadas aos testes eletroquimicos foram
preparadas com agua purificada obtida em um sistema de purificacao Milli-Q da
Millipore (Millipore, Bedford, EUA). Imagens de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) e Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) foram obtidas
dos equipamentos MEV Tescan Mira (Kohoutovice, Republica Tcheca) e MET
FEI modelo Tecnai G2F20 (Oregon, EUA), respectivamente.

Para a fabricagao dos eletrodos descartaveis, utilizou-se uma impressora
de recorte Sillhouette Cameo (Silhouette, Brasil) e uma plotter de recorte (F1
Suprimentos, Brasil). Os demais experimentos eletroquimicos foram realizados
utilizando um multipotenciostato portatii uSTAT8000 da Dropsens (Metrohm,

Espanha) conectado a um computador utilizando o software DropView 8400.
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3.3 Preparo das solugoes

Para a solugdo de Tampao fosfato salino (PBS) 10 mmol L' foram
utilizados os sais de Na2HPO4 10 mmol L', KH2PO4 1,8 mmol L', KCI 2,7 mmol
L' e NaCl 137 mmol L', sendo que o pH foi ajustado para o valor desejado. A
solucao de tampao PBS com Tween 20 foi preparada em 0,1% (m/v) (PBS-TW).

A solucéao de C11H1oFeO2 1,0 mmol L' foi preparada em KCI 0,5 mol L,
com pH ajustado para 8,0 utilizando NaOH 1 mol L.

A solucao de PDDA foi preparada a partir de 3 mg de NaCl solubilizados
em 2 mL de agua ultrapura somados a 2 UL de PDDA. A dispersao de AuNPs foi
diluida em proporcdo de 1:10 em tampao HEPES 0,02 mol L' pH 8,0. Foi
preparado tampéo MES 0,1 mol L-' pH 6,0 para o preparo da solugdo EDC-HOB.
Para esta solugao (EDC-HOBt) primeiro solubilizou-se 0 HOBt em tampao MES,
entdo ajustou-se o pH desta solugdo com NaOH 1 mol L' para obter o valor
préoximo a 6,0, obtendo-se assim uma concentragéo final de 6,9 x 10-° mol mL""
e em sequéncia dissolveu-se o EDC nesta solugao para obter o valor de 3,75 x
104 mol mL-! de concentragdo. As solugdes de ASAChE foram preparadas em
tampao fosfato de potassio 50 mmol L' pH 8,0 e armazenadas em temperatura
de 4°C. A solugado de ATChl ndo é armazenada, preparando a mesma no dia
dos testes a serem realizados em tampao PBS 0,01 mol L' em pH desejado
conforme o estudo a ser realizado. A solugao do pesticida Malation foi preparada
em tampao PBS 0,01 mol L' pH 7 4.

3.4 Construcao dos eletrodos descartaveis

A técnica screen-printing (serigrafia) foi utilizada para a construgéo dos
eletrodos de acordo com Afonso et al. (AFONSO et al., 2016). Os desenhos para
os eletrodos utilizados neste trabalho foram realizados empregando o software
Silhoutte Studio V3, neste trabalho cada desenho (arranjo) contém 8 eletrodos
independentes (Figura 3.1) para serem utilizados simultaneamente, cada
eletrodo contém o eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar.
Desta forma, uma folha adesiva de vinil € recortada no formato desenhado para
os eletrodos pela impressora de recorte. Apdés o recorte a folha de vinil é
transferida para uma folha de poliéster com o auxilio de um adesivo transferidor,

apos a colagem do vinil no poliéster, o adesivo transferidor € removido (1° etapa).
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Entdo, com um pequeno rodo, a tinta de carbono €& dispersa sobre o vinil
recortado (2° etapa). A seguir ocorre o processo de cura térmica, no qual os
eletrodos sdo mantidos em estufa a 90°C por um tempo de 30 minutos. Em
seguida, sobre a area do eletrodo de referéncia a tinta de prata Ag/AgCl foi
dispersada com o auxilio de um pincel, e os eletrodos foram mantidos mais uma
vez em estufa, para outra cura térmica a 60°C por 30 minutos (3° etapa). Apds
esta etapa, o vinil é totalmente retirado e em cada arranjo € colocado um corte
de vinil que demarca a parte do arranjo que estara em contato com as solugdes
e isola a parte que estara conectada ao potenciostato. Com o auxilio de uma

prensa térmica, esse corte de vinil é fixado entdo nos eletrodos (4° etapa).
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FIGURA 3.1- Etapas de construcao dos SPCEs.

3.5 Sintese das Nanoparticulas de ouro

Para a sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com glutationa
seguiu-se o método estabelecido por Mani et al. (MANI et al., 2009). Desta forma,
foram pesados 0,079 g de acido cloroaurico com espatula de plastico e 0,0308
g de L-glutationa reduzida e adicionados a um erlenmeyer, com 2 mL de acido
acético e 12 mL de metanol, resultando em uma solugédo de cor amarelo claro.
Uma solugéo 0,5 mol L ' de borohidreto de sédio foi preparada e entdao 6 mL

desta solugcdo foram adicionados lentamente a solugdo anterior sob rapida
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agitacao, e assim foi mantido por 2 horas. A solugéo resultante foi filtrada em
membrana de filtragdo molecular de 50 kDa (previamente lavada com hidréxido
de sadio 0,1 mol L") e centrifugada a 3500 rpm. O precipitado foi lavado quatro
vezes com agua ultrapura durante a centrifugacdo e dissolvido em tampao
HEPES 0,02 mol L' pH 8,0. O volume final de AUNP-GSH foi de 15 mL. A

dispersao foi estocada a 4°C.

3.6 Extracao e purificacao de AChEs

Esta etapa do trabalho foi realizada em parceria com o Laboratério de
Bioquimica Funcional e Estrutural (LBFE) sob orientacdo da Professora Dra.
Dulce Helena Ferreira de Souza e da Dra. Kelli Cristina Micocci.

3.6.1 Amostras bioldgicas

A coleta das formigas operarias cortadeiras A. sexdens foi realizada em
colaboragcdo com os técnicos do laboratério do Centro de Estudos de Insetos
Sociais (UNESP, Rio Claro, Brasil). As formigas foram coletadas de um grande

ninho mantido no mesmo laboratério e armazenadas a -80 °C até o uso.

3.6.2 Purificacao de enzimas

As AChEs (AChE A e B) foram obtidas conforme relatado na literatura,
sendo 1 g de cabecgas de operarias maceradas em tampao fosfato de potassio
50 mmol L', pH 8,0, precipitadas com sulfato de aménio, dialisadas contra o
mesmo tampao fosfato de potassio e purificadas por cromatografia de troca
aniénica empregando uma coluna HiTrap DEAE-FF (DOS SANTOS et al., 2019).
Para a construgcdo do SPCE, uma etapa final de purificagao foi adicionada ao
protocolo por Santos e colaboradores, cromatografia de interagéao hidrofébica de
alta resolucdo em uma coluna HiTrap Phenyl HP. Esta etapa foi necessaria
porque a AChE A apresentou alguns contaminantes apés a purificagcdo com a

coluna DEAE que impediram a construcao dos biossensores (Bio-AChE A).

3.6.3 Concentracao da enzima

A concentracdo das proteinas foi determinada usando o método de
Bradford (BRADFORD, 1976).
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3.6.4 Ensaios enzimaticos apds a concentracao das enzimas

O método de Ellman (ELLMAN et al., 1961) foi utilizado para avaliar a
atividade da colinesterase usando acetiltiocolina (ATCh) como substrato. A
reacao enzimatica consistiu em 10 yL de extrato bruto ou 50 pL de fragcdes
purificadas em 790 ou 750 uL de mistura de reacao, respectivamente (tampéao
Tris-HCI 50 mmol L' pH 8,0, ATChl 0,3 mmol L' e DTNB 0,3 mmol L'). A
absorbancia foi monitorada a 412 nm.

3.7 Modificagoes e imobilizagcées das Acetilcolinesterases nos

eletrodos de trabalho

Para a imobilizagdo das AChEs nos SPEs foi necessaria a modificagcao da
superficie do eletrodo de trabalho. A primeira etapa de modificacdo é a adicédo
de 10 pL de solugéo de PDDA 2,0 mg mL-' e onde a mesma age sobre o eletrodo
de trabalho durante 20 minutos. Ap6s o tempo decorrido, retirou-se o excesso de
PDDA e os SPEs secaram a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, foram
adicionados 10 pL de 2,37 x 107 mol L' da dispersao de nanoparticulas de ouro
decoradas com glutationa (AuNP-GSH, sintese detalhada na sessao 3.5) que,
também por 20 minutos, agiu sobre o eletrodo. Nestas duas etapas de
modificacdo, ambos os reagentes interagem eletrostaticamente, pois a solugao
de PDDA é um polication e a dispersdo de AUNP-GSH sao aniénicas (MANI et
al., 2009). Apés retirada do excesso de solugao e nova secagem a temperatura
ambiente, 10 yL de solugdo de EDC-HOBt foram adicionados aos eletrodos para
reagir por 10 minutos. Esta etapa é crucial para a imobilizacdo das enzimas nos
SPEs, pois o EDC ativa os grupos carboxilas presentes nas AuNPs, que
pertencem a glutationa, para posterior reacao de amidizagdo com grupos aminas
presentes em aminoacidos das enzimas (Figura 3.2). O HOBt gera um reagente
intermediario mais estavel, levando a formagdo de uma amida, além de reagir
com um maior numero de aminoacidos comparado a outros reagentes como, por
exemplo, o NHS (FIORAMONTE et al., 2018).
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FIGURA 3.2- Etapas da reagéo de ativagdo dos grupos carboxilas das AuNPs-
GSH através dos reagentes EDC e HOBt.

Apds os 10 minutos de reagéo da solugao EDC-HOBE, os eletrodos foram
lavados pipetando 200 pL de solugdo PBS-TW sobre cada eletrodo do arranjo e
secados a temperatura ambiente e entdo adicionou-se 10 uL da solugéo
enzimatica e os mesmos foram mantidos em placa de Petri emudecida por 17
horas a temperatura de 4°C. A préxima etapa foi uma nova lavagem dos
eletrodos com PBS-TW e secagem a temperatura ambiente. Para evitar reagcbes
nao especificas foram adicionados aos eletrodos 10 pL de solugdo de
Etanolamina, com o intuito de bloquear os grupos carboxilas ativos que nao
reagiram com a enzima. Esta solugdo reage sobre os eletrodos de trabalho por

1 hora. Por ultimo, os eletrodos foram lavados novamente.
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3.8 Caracterizagao morfoléogica das AuNPs, dos SPEs e
otimizacao das condi¢des para os bioensaios e estabilidade dos

biossensores

Para a caracterizagao por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)
foram utilizadas 10 gotas da dispersao das AuNPs sintetizadas. A dispersao de
AuNPs foram gotejadas sobre um filme de carbono amorfo, que € sustentado por
uma grade de cobre, e apds essa etapa foi aguardada a secagem do filme em
temperatura ambiente para que posteriormente fosse inserido no equipamento e
entao realizada as caracterizagbes. Para verificar a influéncia das etapas de
modificagcées dos SPCEs frente as reacgdes eletroquimicas, 50 yL de solugao de
acido Ferrocenomonocarboxilico 1,0 mmol L' pH 8,0 em Cloreto de Potassio 0,5
mol L' foram depositados sobres os eletrodos e as medidas foram realizadas
em eletrodos sem qualquer etapa de modificagdo e com modificacao, até a etapa
de adicao das solugbes enzimaticas, e avaliados pela técnica de Voltametria
Ciclica com velocidade de varredura de 100 mV s™' e intervalo de potencial de -
0,2 a +0,8 V vs. Ag/AgCI.

Para os estudos de otimizacdo das condi¢des, a técnica eletroquimica
aplicada foi Voltametria de Onda Quadrada (VOQ). No estudo de variagdo de
concentragao de substrato, a concentragcao enzimatica utilizada para cada AChE
foi de 1,5 ug mL-' em tampao TRIS-HCI 0,02 mol L', pH 8. Foi aplicado em cada
biossensor 50 uL de solugdo de ATChl em concentragdes de 3,35; 3,45; 3,6; 3,7;
3,8 mmol L-'. Todas as concentragées do substrato foram preparadas em tampao
fosfato 0,01 mol L™, pH 7,4. Os parametros da VOQ fixados foram a Amplitude=
50 mV e f= 50 Hz.

O estudo do efeito da concentragdo das enzimas na resposta
eletroquimica foi efetuado utilizando as seguintes concentragées: 0,05; 0,1; 0,5;
1,0; 2,0 ug mL-". Os testes foram realizados em 50 pL de solugcdo de ATChl 3,8
mmol L', pH 7,4. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Para o estudo de efeito da
variacdo de pH (referente a solucdo do substrato aplicada sobre os
biossensores) nas leituras eletroquimicas, as faixas de pH avaliadas foram: 6,0;
6,5; 7,0; 7,4 e 8,0. Testes realizados em 50 uL de solugdo de ATChl 3,8 mmol L-
' pH 7,4. Concentracao das AChEs de 1,5 ug mL-'. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.
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Apds os estudos de otimizagdo de condigbes, foram selecionados os
valores que obtiveram o melhor padrao de resposta eletroquimica nas mesmas
condi¢des (concentracao de substrato e enzimas, faixa de pH) e realizou-se o
estudo de estabilidade dos biossensores. Nesta analise, varios arranjos de
biossensores foram desenvolvidos em um sé dia e conforme o dia selecionado
(Exemplo: 6° dia apds o desenvolvimento do biossensor), era realizado o teste
eletroquimico para verificar se houve a manutencao da atividade enzimatica ou
o decréscimo da mesma. Em virtude de todos os arranjos serem desenvolvidos
nas mesmas condigdes, era realizada uma unica leitura eletroquimica e apos
isso 0 biossensor era descartado. Testes realizados em 50 yL de solucao de
ASChl 3,8 mmol L', pH 7,0. Concentracido das AChEs de 1,5 yg mL™".
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

3.9 Determinacao da atividade inibitéria por Voltametria de
Onda Quadrada

As medidas voltamétricas foram realizadas em 30 L de solucao de ATChl
3,8 mmol L' em tampéao fosfato, pH 7,0. A solugdo de ATChl reagiu sobre a
superficie de cada eletrodo por um tempo de 10 minutos e entdo se aplicou a

medida por VOQ que foi registrada em correntes anddicas no software Dropsens.
3.9.1 Tempo de incubagao

O tempo de acido do pesticida Malation sobre os biossensores foi
otimizado. Os tempos em que as solugdes agiram sobre os SPEs foram de 1, 5,
10, 15, 20 e 30 minutos. Cada tempo de ac&o do malation se refere a um arranjo
dos eletrodos. Ap6s a incubacao, os mesmos foram lavados com PBS-TW e
entdo conectados ao potenciostato para as medigdes eletroquimicas.

Concentracao da solugdo de Malation= 7,2 mg L.

3.9.2 Avaliacdao da atividade inibitéria em funcdo da

concentracao

Definido o tempo de incubagdo para cada inibidor testado, foram
aplicadas as seguintes concentracdes de inibidor sobre os biossensores: 0,72

mgL'14mgL"28mgL";43mgL"'eb57 mgL". Apds otempo demarcado,
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os mesmos foram lavados com PBS-TW e conectados ao potenciostato para as
leituras eletroquimicas. As curvas analiticas foram entao construidas através do
processo de inibicao enzimatica, calculando a porcentagem de inibicao (% |) em
funcéo da variacao das solugdes de malation e extratos brutos.

O calculo de inibicao para estes dois estudos foi realizado aplicando a
Equacao 1, com as correntes obtidas apés o tempo de 10 minutos de reacéao

entre o biossensor e a solugao de substrato:

—x 100 Equacao 1

Sendo lo as correntes medidas sem a presenca de inibidor, e l1 as

correntes medidas ap6s incubacao dos biossensores com o inibidor.

Para o calculo de Limite de Deteccao, a Equacéo 2 foi aplicada:

3xSD
b

Sendo SD o desvio padrao de amostras sem inibicao, e b o coeficiente

LD =

Equacéao 2

angular da reta.

Para o calculo de Limite de Quantificagcao, a Equagéao 3 foi aplicada:

LQ = 1OESD Equacéo 3

Sendo SD o desvio padrdo de amostras sem inibicao, e b o coeficiente

angular da reta.
3.10 Ensaio inseticida em Atta sexdens

Este ensaio foi realizado no laboratério do Centro de Estudos de Insetos
Sociais, UNESP, Rio Claro. Os ensaios foram realizados em operarias de A.
sexdens, com massa corporea variando de 15 a 25 mg, na auséncia do fungo
simbionte. Distribuidas em lotes de 50 operarias para cada concentracao de
extrato bruto testado, as mesmas foram divididas em grupos de 10 formigas e
mantidas em 5 placas de Petri de 10 cm de didmetro forradas com papel filtro.
Essas placas foram colocadas em estufa com temperatura de 24°C e umidade

relativa aproximadamente em 70%. A dieta para manutengcdo das formigas
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(controle) ou dieta acrescida dos ingredientes ativos (tratamentos) foi colocada
em papel aluminio na quantidade aproximada de 0,4 a 0,5 g por placa. Os
ingredientes ativos, dissolvidos em mistura de acetona e 6leo de soja (8:2), foram
incorporados em dieta artificial nas concentragdes estipuladas. No bioensaio por
ingestao foram utilizados dois controles. No primeiro, a mistura de acetona e éleo
de soja foi incorporada na dieta artificial e, no segundo apenas a dieta artificial.
O objetivo do primeiro controle foi acompanhar e avaliar a sobrevivéncia das
formigas com referéncia a toxicidade da acetona e do 6leo, enquanto que a do
segundo foi verificar a interferéncia do manuseio na sobrevivéncia das formigas.
Os bioensaios foram examinados diariamente, para a retirada e contagem do
numero de formigas mortas, por um periodo de 25 dias. Todo este protocolo
encontra-se descrito na literatura (VICTOR et al., 2001). Os extratos aplicados
nestes bioensaios foram: hexanico de folhas de Ocotea sp., benzénico de folhas

de Solanum lycocarpum e etanélico de galhos de Eugenia brasiliense.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizagao por MEV do eletrodo de trabalho dos

biossensores e caraterizacao das AuNPs por MET

Com o objetivo de observar a morfologia da superficie do eletrodo de
trabalho sem qualquer etapa de modificacdo e também apds as etapas de
modificagbes com PDDA e AuNPs, a técnica de microscopia eletronica de

varredura (MEV) foi utilizada e gerou as imagens contidas na Figura 4.1.

FIGURA 4.1- A) Imagem de MEV de SPCE sem modificagdo. B) Imagem de MEV
de PDDA/SPCE. C) Imagem de MEV de AuNP/PDDA/SPCE.

AFigura4.1A se refere aimagem MEV do eletrodo de trabalho de carbono
sem modificagcdo com muitos poros e pequenas cavidades. Esta estrutura de
rugosidade € uma morfologia tipica da tinta de grafite (DE OLIVEIRA et al., 2020).
A presenca de estruturas poliméricas PDDA pode ser observada na superficie
do microeletrodo em funcao do contraste na Figura 4.1B. A interagdo das AuNPs

na superficie dos SPEs é vista na Figura 4.1C, onde a distribuicdo das
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nanoparticulas pode ser observada ao longo da regido da imagem do eletrodo
de trabalho.

A técnica de microscopia eletrénica por transmisséo foi utilizada para
verificar a dispersao das AuNPs, o valor aproximado de diametro das mesmas e
a caracterizagéo quimica/analise elementar do material, conforme observado na
Figura 4.2.
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FIGURA 4.2- A) Imagem de MET das AuNPs. B) Histograma de distribuicao de
tamanho das AuNPs. C) Grafico de EDS das AuNPs.

Como pode ser visto na Figura 4.2A, as AuNPs foram sintetizadas com
eficacia de acordo com o método previsto (MANI et al., 2009). As AuNPs sao
esféricas e estdo bem dispersas, confirmando assim a estabilidade das mesmas
em tampao HEPES 0,02 mol L' pH 8,0. Os didmetros das nanoparticulas foram
medidos usando o software ImagedJ apenas na area de destaque em vermelho
na imagem 4.2A, e o valor médio de 3,2 nm foi obtido, como demonstrado na
figura 4.2B. Analises de EDX (Figura 4.2C) confirmaram a composi¢do

majoritaria de ouro nas NPs.
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4.2 Caracterizacao por Voltametria Ciclica do SPCEs sem

modificagao e com modificagao

As propriedades eletroquimicas de SPCE sem modificacdo e SPCE com
diferentes etapas de modificagbes como PDDA/SPCE, AuNP/PDDA/SPCE,
AChE A/AuNP/PDDA/SPCE e AChE B/AuNP/PDDA/SPCE foram investigadas
por VC utilizando solugdo de Ci1HioFeO2 (Figura 4.3). Os voltamogramas
ciclicos obtidos mostram uma forma e perfil sigmoidal tipico do processo de
oxidagao e reducao do ferroceno (KUMAR; SUNDRAMOORTHY, 2019). Cada
arranjo de eletrodos com as etapas de modificagdo apresentou diferentes
correntes de pico, o que indica o processo gradual de desenvolvimento dos

biossensores, como sera discutido a seguir.

20-

01 00 01 02 03 04 05
E /V vs (Ag/AgCl)
FIGURA 4.3- Voltamogramas ciclicos de a) SPCE (linha preta), b) PDDA/SPCE
(inha mostarda), c¢) AuNP/PDDA/SPCE (linha rosa), d) AChE
B/AuNP/PDDA/SPCE (linha vermelha), e e) AChE A/AuNP/PDDA/SPCE (linha
azul) em 1 mmol L' C11H10FeOz. Velocidade de varredura: 100 mV s™'. Intervalo
de potencial: -0,2 a +0,8 V. [AChE A and B] = 1,5 ug mL"".

Ha um aumento nas correntes de pico redox e diferengca nos potenciais

de pico do ferroceno em SPCE sem modificagdo em comparagcao ao
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PDDA/SPCE (Figura 4.3, curvas a,b), com Ipa= 1,42 yA e AEa= 12 mV . Por ser
um polimero catiénico, o PDDA possui boa condutividade elétrica, interagindo
eletrostaticamente com o Ferroceno, facilitando assim a transferéncia de
elétrons no processo redox (CHEN et al.,, 2018; LIU et al., 2014). A maior
diferengca nas correntes redox das etapas de modificagbes esta entre
PDDA/SPCE e AuNP/PDDA/SPCE, com Ipa= 2,98 YA e AEa= 13 mV. Esse
aumento nas correntes de pico se deve a camada de AuNPs adicionada a
superficie dos SPCEs, estas nanoparticulas possuem propriedades como alta
condutividade e grande razéo superficie-volume, o que permite ao biossensor
ter alta sensibilidade e baixos limites de detecgao (SICILIANO et al., 2023).

Nas etapas de imobilizacdo enzimatica, em comparagido com a etapa
anterior, AUNP/PDDA/SPCE, intercorreu um decréscimo nas correntes redox em
AChE A/AuNP/PDDA/SPCE e AChE B/AuNP/PDDA/SPCE. Em AChE
A/AuNP/PDDA/SPCE o valor de Ipa= -1,07 pA, enquanto para AChE
B/AuNP/PDDA/SPCE Ipa= -0,47 pA. Esta diminuicdo nos valores de correntes
de pico pode ser explicado pela propriedade ndo condutora das enzimas,
dificultando assim a transferéncia interfacial de elétrons (CUI et al., 2018; DU et
al., 2010).

4.3 Deteccao da atividade enzimatica por resposta

eletroquimica da tiocolina

A atividade enzimatica foi avaliada através do monitoramento da corrente
anodica gerada pela oxidagdo do produto da reagédo entre AChE e ATChl. A
caracterizacao eletroquimica da Bio-AChE A e B na presenca e auséncia do
substrato iodeto de acetiltiocolina (ATChl) foi realizada por VOQ em 0,01 mol L-
' de PBS, pH 7,4 (Figura 4.4).
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FIGURA 4.4- Resposta eletroquimica por VOQ na auséncia (linha tracejada) e
presenca de 3,35 umol L' de ATChl usando o Bio-AChE A e B em solugcéo PBS
0,01 mol L', pH 7,4. A= 50mV; f= 50Hz. Tempo de reagdo: 10 minutos.

Considerando que o potencial de oxidagcado da tiocolina ja foi registrado
em Epa = +300 mV vs. Ag/AgCl em outros estudos (CINTI et al., 2017; FIORE et
al., 2023), foi realizada varredura de potencial nesta janela de potencial. Como
pode ser observado na Figura 4.4, na auséncia de ATChl na solugédo ndo ha
qualquer processo eletroquimico. Por outro lado, a presenca de atividade
enzimatica é atestada pelas correntes de pico referentes as atividades das
enzimas A e B, confirmando assim a eficacia da imobilizagdo de ambas as
enzimas no protocolo de modificagao proposto.

Nos estudos realizados neste trabalho, as enzimas apresentaram
diferentes respostas eletroquimicas quando comparadas as magnitudes de

corrente.
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4.4 Efeito da concentracao da aceltiltiocolina na resposta
eletroquimica
Para otimizar a concentracdo ideal para os estudos de inibicdo, a

concentragao do substrato acetiltiocolina foi variada e o efeito deste estudo sobre
as correntes foram registradas por VOQ (Figura 4.5).

4,0 4,0
A) 3,6 i ——3,35 mmol L' B) 3.6 — 3,35 mmol L'
] ——3,45 mmol L g —— 3,45 mmol L
3,2 3,6 mmol L! 3,2 3,6 mmol L
2,81 ——3,7mmol L 2,8+ —3;7 mmol L
< 2,4 - ——3,8mmol L' « 2,4 - ——3,8 mmol L
= 2,0 2 2,0
~ 1,6 ~ 1,61
1,21 1,24
0,8 0,8
0,4 - 0,4 -
0,0 : . . . 0,0 : D¢
0,20 0,25 030 035 040 045 0,20 0,25 030 035 040 045
E /V vs. (Ag/AgCl) E/Vys. (Ag/AgCl)

FIGURA 4.5- Voltamogramas obtidos do Bio-AChE A e B em diferentes
concentragdes de ATChl em PBS 0,01 mol L', pH 7,4. A= 50mV; f= 50Hz;
Tempo de reagdo: 10 minutos; [AChE A e B]= 1,5 ug mL"".

Ao reagir com o sitio catalitico da AChE, o substrato € hidrolisado gerando
acido acético e tiocolina. A corrente anddica registrada € correspondente a
oxidacao da tiocolina pelo potencial aplicado ao biossensor, gerando dimeros de
ditio-bis-colina respectivamente (Esquema 1).

+ AChE +
(CH3);NCH,CH,SCOCH; — (CH3);NCH,CH,SH + CH3;CHOOH
Thiocholine

.
) spcg SCH2CHN(CH3); .
2(CH;3);NCH,CH,SH —— . + 2H + 2¢
SCH,CH,N(CH;);
(Oxidation state)

Esquema 1. Processo de oxi-reducao do substrato ASChl.
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Para ambos os biossensores, o valor de / aumenta proporcionalmente a
concentracdo de ATChl de 3,35 para 3,8 mmol L', conforme apresentado na
Figura 4.6. O acréscimo nos valores da corrente anddica € efeito da maior
quantidade de moléculas de ATChl que sao hidrolisadas pelas AChEs,
consequentemente gerando mais moléculas de TCh que sdo oxidadas pelo
potencial aplicado, resultando no aumento dos valores das médias das correntes

registradas.

4,0
3,61
3,2+
2,8-
3 244
\n. 2,0'_
~ 1,6
1,2-
0,8-
0,4-
0,0-

335 345 3.6 3,7 38
[ ATChI |/ mmol L!
FIGURA 4.6- Médias de correntes registradas do Bio~AChE A e B em diferentes

concentragdes de ATChl em PBS 0,01 mol L', pH 7,4. A= 50mV; f= 50Hz;

Tempo de reagdo: 10 minutos; [AChE A e B]= 1,5 ug mL-".

Este perfil de crescimento dos valores de corrente € compativel com a
literatura (TUN et al., 2023; WAN et al., 2022), & observado principalmente na
AChE de enguia elétrica (Electrophorus electricus), sendo a primeira vez
registrada para enzimas de formigas cortadeiras. Com a maior média de corrente
obtida, a concentracdo de 3,8 mmol L' de ATChl foi selecionada como a

concentragao ideal para os experimentos seguintes em ambos os biossensores.
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4.5 Efeito da concentracao das enzimas na resposta

eletroquimica

Ap6s a determinacdo da concentracao 6tima de substrato, outro
parametro do processo de fabricacdo do biossensor foi otimizado, a
concentragéo de AChEs sobre a superficie dos biossensores. Os resultados dos
valores de Ip em resposta a ATChl 3,8 mmol L' para a variagdo das
concentracdes de AChE A e AChE B entre 0,05 e 2 ug mL-"! estao representados

na

4,0-
3,6-
3,2
2,81

Z 2,0

~ 1,6'_
1,2
0,8-
0,4
0,0-

I AChE A
I AChE B

005 01 05 15 2
| AChE |/ pg mL™!

Figura 4.7.

FIGURA 4.7- Médias de correntes registradas do Bio—AChE A e B em diferentes
concentragdes das enzimas AChE A e AChE B imobilizadas nos biossensores.
Correntes obtidas por VOQ em ATChl 3,8 mmol L', PBS 0,01 mol L', pH 7 4.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de reagao= 10 min.

O diagrama de barras na Figura 4.7 apresenta um aumento continuo nos
valores da média /p do biossensor a medida que a concentracdo de AChE A
aumenta, obtendo um valor de 3,5 + 0,08 yA em 2,0 ug mL-'. Em contrapartida,
para Bio-AChE B, os valores de Ip apresentam um aumento gradual seguida de

uma diminuigao (/p=-0,5 pA) na concentragdo de 2,0 ug mL-' quando comparado
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a concentracgéo de 1,5 ug mL™'. Portanto, /p= 3,20 + 0,03 pA foi a maior resposta
obtida para o Bio-AChE B na concentragdo de 1,5 ug mL™".

Este perfil de decréscimo nas médias de correntes para Bio-AChE B esta
relacionado com o aumento da espessura da interface (DU et al., 2010). As
unidades adicionadas em excesso da AChE B podem dificultar o acesso da
ATChl aos sitios cataliticos, ocasionando a limitacdo de moléculas de TChs
geradas, e assim, consequentemente a diminuicado da média das correntes de
oxidacao.

Para garantir condi¢cdes experimentais uniformes tanto para Bio-AChE A
quanto para Bio-AChE B, a concentracao selecionada para testes posteriores foi
de 1,5 yg mL-'. A concentracéo escolhida baseou-se na resposta superior e em
um desvio de apenas 1,00% para AChE B, juntamente com um desvio de 2,61%
para AChE A.

4.6 Efeito do valor de pH na solugcdo de ATChl na resposta

eletroquimica e repetibilidade dos biossensores

Apbs o valor da concentracdo das enzimas na superficie dos eletrodos ter
sido fixada, solugdes de ATChl 3,8 mM foram preparadas em cinco valores de
pH diferentes: 6,0; 6,5; 7,0; 7,4 e 8,0, para avaliar os resultados cataliticos do

biossensor. Os resultados podem ser analisados na Figura 4.8.
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FIGURA 4.8- Efeito na corrente de oxidacao da tiocolina em funcao do valor de
pH da solugao de ATChl. Correntes obtidas por VOQ em ATChl 3,8 mmol L™,
PBS 0,01 mol L'. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de reagdo= 10 min.
[AChE A e B]=1,5 yg mL-".

Conforme apresentado na Figura 4.8, o valor de /p exibiu uma tendéncia
ascendente com o aumento dos valores de pH, com um subsequente declinio no
sinal observado em pH 8,0 para ambas as enzimas sob investigacdo. Na faixa
de pH 7,4, Bio-AChE A e Bio-AChE B obtiveram /p= 1,96 + 0,14 yAe 2,63 £ 0,14
MA, respectivamente. Na faixa de pH 8,0, Bio-AChE A e Bio-AChE B obtiveram
Ip= 1,57 £ 0,12 pA e 1,89 + 0,14 pA, respectivamente, ou seja, um decréscimo
em médias de correntes nos valores de Ip=-0,38 A para Bio-AChE A e Ip= -
0,73 pA Bio-AChE B.

Notavelmente, para AChE A, os valores de Ip estavam estaticamente
alinhados em pH 7,0 e 7,4, enquanto para AchE B, o sinal eletroquimico
registrado em pH 7,4 atingiu o valor mais alto. No entanto, também foi observado
que em pH 7,4, os resultados cataliticos monitorados apresentaram desvios
padrao mais elevados, em valores de 7,53% para AChE A e 5,51% para AChE
B.
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Diferentes valores de pH ou alteragdes nos mesmos levam a mudancas
nos estados de protonacao de residuos de aminoacidos dentro de uma proteina
(HOFER et al., 2020). Desta forma, pH 7,0 foi considerado o mais adequado para
testes subsequentes dos biossensores, uma vez que nesta condi¢do, os
resultados exibiram desvios padrdo mais baixos, 0,26% para AchE A e 3,37%
para AchE B.

Em ultima analise, o pH selecionado neste estudo esta dentro da faixa de
pH utilizado em outros trabalhos da literatura (BAO et al., 2019; CUl et al., 2018;
DU et al., 2008; DZUDZEVIC CANCAR et al., 2016; LANG et al., 2016; SUN;
WANG, 2010; WANG et al., 2020b).

Uma vez selecionadas as condi¢des ideais para os bioensaios de inibicao,
sendo estas: a concentragdo de ATChl (3,8 mmol L"), as concentragées das
AChEs (1,5 yg mL") e a faixa de pH (7,0); avaliou-se a repetibilidade dos

biossensores calculando o DPR intra-dia e inter-dia (n= 3) (Tabela 4.1).

TABELA 4.1- Desvio Padrao Relativo para intra e inter-dia de biossensores nas

condi¢cdes escolhidas para os testes de inibicao.

Biossensores Repetibilidade DPR /%
Intra-dia 3,97
Bio-AChE A
Inter-dia 6,61
Intra-dia 2,00
Bio-AChE B
Inter-dia 5,70

Os valores de DPR apresentaram menores porcentagens quando
calculados para arranjos de biossensores intra-dia, sendo o valor de 3,97% para
Bio-AChE A e 2,00% para Bio-AChE B. O valor de desvio € maior quando
calculado para os biossensores construidos em dias diferentes, com os valores
de 6,61% para Bio-AChE A e 5,70% Bio-AChE B. Estes valores de DPR
confirmam um 6&timo desempenho dos biossensores desenvolvidos, uma

excelente repetibilidade do protocolo proposto para a imobilizacdo das duas
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Estes valores estdao préoximos a biossensores de AChE desenvolvidos em
eletrodos convencionais (RAGHU et al., 2012, 2014).

4.7 Estudo de estabilidades dos biossensores de AChEs

O estudo de estabilidade dos biossensores envolveram preparacdes de
arranjos de Bio-AChE A e Bio-AChE B (1,5 uyg mL"). A concentragédo de ATChl
utilizada foi de 3,8 mmol L' em tampao fosfato 0,01 mol L' pH 7,0. Os arranjos
de biossensores foram preparados no mesmo dia, armazenados em temperatura
de -4°C e entao foi testada a estabilidade destes em intervalos de dias até o
décimo terceiro dia apds a construcao dos mesmos (Figura 4.9). A atividade
enzimatica esta diretamente relacionada com a sensibilidade do biossensor (AP
HART, 1997).

3,0

—@— AChE A

2.7+ § —a— AChE B
1 SN
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3
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FIGURA 4.9- Efeito nas correntes de pico em relacéo ao tempo de estocagem
dos biossensores de AChE A e AChE B. Correntes obtidas por VOQ em ATChl
3,8 mmol L', PBS 0,01 mol L', pH 7,0. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de
reacdo= 10 min. [AChE A e B]= 1,5 ug mL"".

A Figura 4.9 mostra a estabilidade dos biossensores para AChE A e B.

Pode-se observar que a enzima AChE A permaneceu estavel até o dia 8, com
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94 4% de sua atividade enzimatica. No dia 11 houve uma queda de 50% na
atividade enzimatica. Enquanto a enzima AChE B manteve sua atividade
enzimatica até o dia 6, com 95,8%, a partir do dia 8 sua atividade caiu para
75,0%, apresentando menor estabilidade no dia 8 em comparagéo a AChE A.

A partir do dia 11, a enzima AChE B apresenta maior atividade enzimatica
quando comparada a AChE A, pois enquanto a AChE A possui 50% de sua
atividade enzimatica inicial, a AChE B possui 68,7%. No dia 13, as atividades
enzimaticas foram consideradas estatisticamente equivalentes. Esta diferenca
na estabilidade pode ser atribuida a alteragbes na estrutura tridimensional da
enzima (KHAN; WERNET, 1997; SOTIROPOULOU; VAMVAKAKI,
CHANIOTAKIS, 2005).

Como mostrado a partir destes dados, o biossensor baseado em AChE A
manteve a sua atividade inicial durante um periodo mais longo de avaliacao, mas
mostrou uma diminuicao consideravel na sua atividade a partir do 11° dia. Por
outro lado, o biossensor AChE B, apesar de diminuir consideravelmente a sua
atividade a partir do dia 6, apresentou maior atividade em comparagédo com a
AChE A no 11° dia.

Ao final do periodo de teste (13° dia), a atividade remanescente dos
biossensores AChE A e B permaneceu estatisticamente equivalente
(considerando o sinal analitico). Resultados semelhantes foram observados em
(ARDUINI et al., 2013), que mostrou uma diminuicdo de cerca de 60% na
atividade enzimatica da AChE (peixe-elétrico) na primeira semana de
armazenamento do biossensor. Conclui-se, portanto, que ambas as enzimas
utilizadas sao potenciais matrizes estabilizadoras para o desenvolvimento de

biossensores baseados em AChE.
4.8 Estudo de inibicao e determinacao do inseticida Malation

Aplicando as mesmas condicdes do estudo de estabilidade dos
biossensores (concentragcdo de ATChl, concentracdo de AChEs e pH), foi
analisado o efeito de inibicdo do malation baseado na inibicdo enzimatica.
Primeiramente foi verificada a influéncia do tempo de incubagéao do malation nos

biossensores nas correntes medidas (FIGURA 4.10).
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FIGURA 4.10- A) Efeito nas correntes de pico em relagcao ao tempo de inibicao
do malation sobre os biossensores de AChE A e AChE B. B) Porcentagem de
inibicdo enzimatica através das médias de correntes obtidas. [malation]= 3 umol
L-'. Correntes obtidas por VOQ em ATChl 3,8 mmol L' em PBS 0,01 mol L', pH
7,0. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de reagdo= 10 min. [AChE Ae B]=1,5
pg mL.

A presenca do inseticida organofosforado malation alterou a atividade
enzimatica de ambas as enzimas, como pode ser visto na Figura 4.10A. O
malation liga-se ao sitio catalitico da enzima, o que impede que moléculas de
ATCh acessem esse mesmo sitio, fazendo com que menos moléculas de TCh
sejam produzidas a partir do substrato (WANG et al., 2022). Como resultado
direto, ocorre a diminuicao da corrente de oxidagdo do TCh, consequéncia do
declinio das atividades enzimaticas. Em resumo, o bloqueio do sitio ativo pelo
malation esta diretamente relacionado a taxa de inibigcao.

O decréscimo das atividades enzimaticas pode ser representado em
termos de porcentagem de inibicdo (%l) aplicando a equacédo 1 (seg¢ao 3.9). O
tempo de inibicao é proporcional a %l em ambos os biossensores e como pode
ser visto na Figura 4.10B, em apenas 1 min de incubagdo com malation a taxa é

de aproximadamente 13% e 7% para Bio-AChE A e B, respectivamente. Para
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Bio-AChE A em 5 min de tempo ha um aumento expressivo no valor de taxa de
inibicdo, alcancando o valor de 40%. Percebe-se que a partir deste tempo até 30
min (50%), essa diferenca de porcentagem é menor, sendo que a partir de 10
min (45%) os valores de porcentagem estao estatisticamente proximos.

Tratando-se do Bio-AChE B, observa-se um perfil diferente de taxa de
inibicdo. A porcentagem de inibicado tem aumento gradual até o tempo maximo
de teste, 30 min, obtendo assim um valor maximo de 63% de inibicao enzimatica.
Para alcancar um valor acima dos 40% de inibicdo, foram necessarios 15 min de
acao do pesticida sobre a AChE B, tendo em vista que para AChE A esta
porcentagem foi obtida em apenas 5 min. Esta acdo mais prolongada na AChE
B pode indicar uma maior resisténcia desta enzima ao inibidor.

Lang e colaboradores avaliaram a atividade inibitéria de carbamatos e
organofosforados sobre as AChEs de Bombyx mandarina (mariposa-da-seda)
pelo método de Ellman (LANG et al., 2010). A AChE1 (identificacao do autor)
apresentou maior sensibilidade a todos os compostos testados exceto a um
composto organofosforado, indicando assim que a AChE2 possui maior
resisténcia frente a estes inibidores especificos.

Kim e colaboradores ao investigarem o comportamento das duas AChEs
de Apis mellifera (abelha-europeia) frente a compostos carbamatos e
organofosforados, obtiveram respostas de inibicdo diferentes para cada AChE
(KIM et al., 2012b). Nos ensaios realizados pelo método de Ellman os valores de
ICs0 para a AChE2 (identificagdo do autor) foram menores comparados a AChE1,
indicando a resisténcia da AChE1 contra os inibidores testados.

Kim e colaboradores realizaram testes de inibicao frente as AChEs de
Blattella germanica (barata) aplicando organofosforados e carbamatos (KIM et
al., 2010). Com os resultados dos testes de Ellman, a AChE2 (identificagdo do
autor) apresentou maior sensibilidade aos inseticidas testados, com valores
menores de ICso comparado a AChEA1.

Dos Santos e colaboradores obtiveram também porcentagens diferentes
em testes de inibicdo de AChEs de Atta sexdens (formiga-cortadeira, utilizada
neste trabalho) (DOS SANTOS et al, 2019). Compostos derivados de
hidantoinas inibiram majoritariamente a atividade enzimatica da AChEA
(identificacdo do autor) comparada a AChEB, indicando a maior sensibilidade

aos inibidores da AChEA e maior resisténcia da AChEB a estes compostos.
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O tempo de reacao entre o malation e a AChE pode variar dependendo
do biossensor desenvolvido, variando de 1 min a mais de 30 min, conforme
outros trabalhos publicados (BILAL et al., 2022; LUO et al., 2018; RAGHU et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2018). Como dentro de 15 minutos de inibicdo ha uma
diminuigao significativa na atividade enzimatica (48% para AChE A e 33% para
AChE B), decidiu-se definir este tempo para a determinacdo do malation em

diferentes concentracdes (Figura 4.11).
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FIGURA 4.11- A) Grafico linear da concentracdo de malation versus a
porcentagem de inibicdo da atividade da enzima AChE A. B) Grafico linear da
concentracdo de malation versus a porcentagem de inibicdo da atividade da
enzima AChE B. Correntes obtidas por VOQ em ATChl 3,8 mmol L' em PBS
0,01 mol L, pH 7,0. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de reagdao= 10 min.
[AChE A e B]=1,5 yg mL-".

Observa-se na Figura 4.11 um comportamento semelhante sobre a
interacdo do pesticida com cada uma das AChEs. A AChE A mostra maior
sensibilidade ao pesticida do que a AChE B. Na concentracéo de 0,3 ymol L-" de
malation, a AChE A teve uma diminuicdo em sua atividade enzimatica de 6%,
enquanto a AChE B foi inibida em 5%. Esse perfil € mantido até a maior
concentracao, 12 ymol L' de malation, com a taxa de inibicdo sendo de 72% e
70% para AChE A e AChE B, respectivamente. E importante destacar que a
inibicdo da atividade da AChE A entre as concentracées de 1,5 e 4,5 ymol L

12
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apresenta um aumento significativo de porcentagem, sendo do valor de 24%
para 45%. Uma porcentagem de inibicdo acima dos 40% para a AChE B s6 é
alcangada em uma concentragdo maior, sendo 6 pmol L' com 49% de inibicao
especificamente.

A relacéao linear entre a taxa de inibicdo e a concentracao de malation
apresentou R? = 0,975 para Bio-AChE A e R? = 0,991 para Bio-AChE B. Com os
valores dos coeficientes angulares obtidos pelas equacdes de cada reta, o limite
de deteccgéao (LD) e o limite de quantificacéo (LQ) foram calculados aplicando as
equacdes 2 e 3 (se¢ao 3.9.2), respectivamente. Desta forma, os valores obtidos
foram 9,1 nmol L' e 30,4 nmol L-! para Bio-AChE A, respectivamente; e 4,7 nmol
L' e 16,0 nmol L' para Bio-AChE B, respectivamente. Na Tabela 4.2 pode-se
comparar o desempenho analitico dos Bio-AChEs com outros biossensores

eletroquimicos relatados recentemente para detecgao de malation.



TABELA 4.2- Comparacao do desempenho analitico de biossensores eletroquimicos para detecca

Biossensor AChE Faixa linear LD Re

ZnO/CHI/AChE NI 1,75-10 ymol L 10 nmol L (G

Poly(TTP)/AChE/GCE E. electricus 0,015-1,644 mmol L' 4,08 nmol L' (G

KI

Am-AChE/Ni/GCN/PG A. mellifera  0,1-16 pmol L™ 2 nmol L' (B

AChE/CS/Fe304 NI 0,5 to 20 nmol L™! 0,3 nmol L™ (R

Nafion/AchE/GO@MWNTs/Ru( NI 0,066-0,66 umol L 0,22 nmol L-* (LI
bpy)3?*/ZnO-Fe203/GCE.

Bio-AChE A A. sexdens  0,3-12 ymol L™ 9 nmol L™ Tr:

Bio-AChE B A. sexdens  0,3-12 ymol L™ 4 nmol L™ Tr:

NI- Nao Informado.
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Apesar dos diferentes materiais utilizados para a fabricagdo dos
biossensores, a faixa linear do malation testada nestes trabalhos relatados nas
literaturas citadas anteriormente € préxima a faixa linear testada neste trabalho
(0,3-12 ymol L"). Embora alguns desses trabalhos apresentem LD menores, o
objetivo principal & detectar pesticidas para seguranga alimentar (ARDUINI et al.,
2020; Ql et al., 2021). No entanto, este trabalho apresenta uma nova ferramenta
na busca por inseticidas que atuem diretamente na acetilcolinesterase das

formigas, o que sera discutido nos resultados a seguir.

4.9 Estudo de inibigao das acetilcolinesterases pelo extrato de

Solanum lycocarpum

Para o estudo de inibicado das AChEs aplicando extratos vegetais,
manteve-se as mesmas condi¢gdes do estudo de determinacéo do inseticida
malation (concentracao de substrato, concentracao de enzima e valor de pH). O
tempo de inibicdo para os extratos foi fixado em 15 minutos, tempo escolhido
para o estudo da variagdo de concentragdo do malation. As concentragdes dos
extratos estao na faixa de 0,01-2 mg L. A Figura 4.12 mostra o perfil de inibicao

do extrato benzénico de Solanum licocarpum frente as AChEs de Atta sexdens.
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FIGURA 4.12- Porcentagem de inibicado enzimatica do extrato S. lycocarpum em
diferentes concentragdes. Inibicao calculada através das médias de correntes
obtidas. Correntes obtidas por VOQ em ATChl 3,8 mmol L' em PBS 0,01 mol L-
', pH 7,0. Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz. Tempo de rea¢do= 10 min. [AChE A e
B]= 1,5 uyg mL".

Ao analisar os resultados obtidos dos bioensaios em ambos
biossensores, identifica-se perfis diferentes de inibicao em cada biossensor.
Para Bio-AChE A, ha um acréscimo de porcentagem de inibigcdo proporcional ao
acréscimo de concentragcdo do extrato S. lycocarpum. O menor valor de
concentragéo testado, 0,01 mg L', obteve 32% de inibicdo da AChE A; em 0,1
mg L' a taxa de inibicdo alcangou 49% e na solugdo mais concentrada de
extrato, 2 mg L', o extrato inibiu a atividade enzimatica em 80%.

No menor valor de concentragdo testado, 0,01 mg L', a taxa de inibicdo
da AChE B apresentou -35%, o que indica estimulo a atividade enzimatica do
extrato testado. Este comportamento indica interagcdo de algum composto
presente no extrato que ao se ligar com a AChE B facilita a interagdo da mesma
com o substrato no ciclo catalitico. Porém, este desempenho do extrato como

estimulo é alterado para inibidor quando se aumenta a concentragdo do mesmo
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para 0,05 mg L', obtendo taxa de inibicao de 7%. A partir deste valor de
concentracdo ha entdo um aumento de porcentagem de inibicdo até 61%, na
concentragdo maior, 2 mg L-'. Para alcancar o valor 50% de inibicdo da AChE B
o extrato de S. lycocarpum precisa estar em concentragdo maior que 1,5 mg L™,
enquanto para AChE A esse valor pode ser obtido em 0,1 mg L. Estes perfis
indicam a maior sensibilidade da AChE A para o extrato de S. lycocarpum.

Plantas do género Solanum apresentam atividades sobre a AChE.
Ogunsuyi e colaboradores verificaram a atividade anticolinesterasica, aplicando
o método de Ellman, de extratos aquosos de folhas de S. macrocarpon e S.
nigrum sobre a AChE de D. melanogaster (OGUNSUYI; ADEMILUYI; OBOH,
2020). Ambos os extratos obtiveram acima de 80% de inibicdo enzimatica na
concentragao de 2 mg mL.

Substancias isoladas de extrato de Solanum também ja apresentaram
ativididade inibitéria frente a AChE. Chang e colaboradores testaram a atividade
inibitéria de dois alcaldides isolados de S. lyratum (organismo nao informado)
pelo método de Ellman (CHANG et al., 2023). Ambos os compostos, (=)-(7'S)—
N-feruloiltiramina A e N-cis-feruloil-3'-metoxi-tiramina apresentaram atividade
inibitéria quando comparados com Donepezil (controle), com valores de ICso
7,41 pymol L', 9,21 ymol L' e 3,12 umol L respectivamente.

Das classes de compostos identificadas de plantas do género Solanum,
como alcaloides (DU et al., 2020) e sesquiterpenos (LI et al., 2013), as atividades
anticolinesterasicas de alcaldides foram amplamente registradas na literatura
(BERKOV et al., 2008; HIRASAWA et al., 2008; ORTIZ et al., 2018; ZHAN et al.,
2010).
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4.10 Estudo de inibigao das acetilcolinesterases pelo extrato de
Ocotea sp.
Aplicando as mesmas condi¢des do teste anterior, a Figura 4.13 mostra o

perfil de inibicdo do extrato benzénico de Ocotea sp. frente as AChEs de Atta

sexdens.

_ I AChE A
45 - B AChE B

0,01 0,05 01 05 15 2
[ Ocotea sp. | / mg L

FIGURA 4.13- Porcentagem de inibicdo enzimatica do extrato Ocotea sp em
diferentes concentragdes. Inibicao calculada através das médias de correntes
obtidas. Correntes obtidas por VOQ em ATChI 3,8 mmol L', PBS 0,01 mol L™,
pH 7,0. Amplitude= 50 mV; f=50 Hz. Tempo de reagdo= 10 min. [AChE A e B]=
1,5 ug mL".

Os perfis de inibicdo de ambas as AChEs para o extrato de Ocofea sp.
sdo similares em alguns pontos comparado aos perfis dos ensaios com S.
Lycocarpum: Ha um acréscimo de inibicdo da AChE A conforme aplicam-se
solugdes mais concentradas do extrato de Ocotea; quanto a AChE B, o extrato
primeiro age como estimulo para a atividade enzimatica até ser alterado para

inibidor em solugdes mais concentradas de extrato.
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Ao observar a Figura 4.13, verifica-se para Bio-AChE A que em 0,01 mg
L-' a taxa de inibicao inicia em 31%. A partir de 0,1 mg L-' até o valor de 2 mg L-
! a taxa de inibicdo nao altera significativamente, similar ao bioensaio com o
extrato de S. lycocarpum, uma vez que em 0,1 mg L-! a taxa de inibicdo esta em
51% e em 2 mg L' o valor é de 65%. Essa aproximacgéao de valores indica que a
reacao do extrato com a enzima esta alcancando o topo da cinética, ou seja,
todas as unidades enzimaticas disponiveis na superficie do microeletrodo
reagiram com as moléculas do extrato.

A inibicdo do extrato de Ocofea sp. apresenta um perfil totalmente
diferente em relacdo a AChE B. Em 0,01 mg L' a taxa de inibicado esta em -55%,
e esse perfil de estimulo a atividade enzimatica se mantém até a concentragéo
de 0,1 mg L' quando o valor de inibicdo esta em -4%. O extrato tem acéo
inibitéria quando a concentragéo esta em um valor a partir de 0,5 mg L', obtendo
5% de inibicdo e alcangcando um maximo de inibicao de apenas 24%, na
concentracédo de 2 mg L.

A atividade anticolinesterasica de extratos do género Ocofea também
estao registradas em outros trabalhos. De Almeira e colaboradores realizaram
testes com extratos etandlico, hexanico e acetato de etila de folhas de O.
daphnifolia, obtendo, na concentragdo de 2 mg mL-", taxa de inibicdo de 82%,
46% e 20%, respectivamente (DE ALMEIDA et al., 2021). Apos fracionamento do
extrato mais ativo (etandélico) em fase sélida, a fragdo mais ativa inibiu a enzima
em 72%, o que levou a conclusao de perda de efeito sinérgico para a diminui¢ao
da atividade inibitéria comparada ao extrato. Apds analise por HPLC-MS e
modelagem molecular, os autores identificaram nesta fracdo o composto que
contribui significativamente com a atividade de inibicao, tratando-se da reticulina,
um composto da classe alcaldide. Os bioensaios deste estudo foram realizados
com a AChE de E. electricus e o método empregado foi o colorimétrico de
Ellman.

Reis e colaboradores ao testar extratos hexanico, diclorometanodlico e
acetato de etila de O. pomaderroides sobre a AChE de E. electricus, os mesmos
inibiram a atividade enzimatica em 92%, 71% e 74%, respectivamente, na
concentragdo de 1 mg mL™' (REIS et al., 2022). Os autores também analisaram
os extratos por HPLC-MS e identificaram a presencga do alcaléide reticulina e

flavondides derivados de quercetina e kaempferol. Os estudos realizados por
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modelagem molecular também indicaram a interagéo da reticulina com a AChE,
sendo este um composto bioativo e com significativa contribuicao na atividade
inibitéria do extrato hexanico.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam uma nova perspectiva sobre
a aplicacao de biossensores de acetilcolinesterase, em virtude de utilizar um alvo
especifico: a acetilcolinesterase de formiga cortadeira; e ser uma nova
ferramenta de triagem de extratos e analises de compostos com potenciais

atividades inseticidas.

4.11 Toxicidade de extratos vegetais em operarias de Atta

sexdens

Os extratos aplicados nestes bioensaios foram: hexanico de folhas de
Ocotea sp. (L.0), benzénico de folhas de Solanum lycocarpum (S.l) e etandlico
de galhos de Eugenia brasiliense (E.b). As formigas nos tratamentos com
extratos foram alimentadas com o mesmo durante todo o periodo do experimento
(21 dias). A analise grafica foi realizada através das determinacdes das
porcentagens acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento.
Posteriormente, o tempo de sobrevivéncia mediana foi determinado e as curvas
de sobrevivéncia foram comparadas por meio do teste ndo paramétrico “log
rank”, com nivel de significancia de 5% (ELANDT-JOHNSON et al., 1980).

Os resultados obtidos para cada bioensaio sdo apresentados através da
analise grafica das curvas de sobrevivéncia (FIGURA 4.14) e da Tabela 4.3 que
resumem as porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, o tempo de

sobrevivéncia mediana (Md) e a interpretacao do teste “log rank”.
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FIGURA 4.14- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens
submetidas a dieta controle com acetona e aos extratos diluidos em acetona.
DP= Dieta pura; S.I= Solanum lycocarpum; L.o= Ocotea sp; E.b= Eugenia

brasiliense.

TABELA 4.3- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operaria

de Atta sexdens submetidas ao bioensaio com extratos vegetais diluidos em

acetona.
DIETAS % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 2 3 6 9 12 16 21
Dp + Acetona 0 0 0 2 4 14 14 30 >21a

S. lycocarpum 0 0 10 26 30 46 58 70 13b
(S.)

Ocotea sp. (L.0) 0 0 2 10 32 52 78 88 12b

E. brasiliense 0 2 4 10 14 24 48 60 17b
(E.b)

* Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste “log rank” (p< 0,05).



54

Ao analisar a Figura 4.14 e a Tabela 4.3, os extratos mostraram toxicidade
frente as operarias das cortadeiras, visualizado na diminuicao das curvas de
sobrevivéncia comparadas a curva de controle e também no tempo de
sobrevivéncia mediana das operarias. O extrato de S. lycocarpum apresentou
tempo de sobrevivéncia mediana de 13 dias, tendo alcangado o valor de 70% de
taxa de mortalidade ao fim dos 21 dias de teste. O extrato de Ocofea sp.
apresentou maior toxicidade dos extratos aplicados nos bioensaios. O tempo de
sobrevivéncia mediana para este extrato foi de 12 dias, apresentando taxa de
mortalidade para este periodo de 52% e 88% de mortalidade ao fim dos 21 dias
de teste. O extrato com menor toxicidade as formigas foi de E. brasiliense,
apresentando uma mediana de 17 dias e uma taxa de mortalidade de 60% ao
fim de 21 dias de teste.

Estudos de diferentes géneros de formigas e sua interagdo com a planta
S. lycocarpum atestam parceria entre formiga e planta (COSTA-SILVA et al.,
2024; MOREIRA; DEL-CLARO, 2005), além do consumo do material vegetal por
parte do inseto, sendo a parte da planta mais aplicada para estes estudos as
sementes (MELI et al., 2018; ROCHA-ORTEGA et al., 2017). Por exemplo,
formigas cortadeiras de taxonomia Atta laevigata mostraram alto consumo de
sementes da planta, com apenas 1,6% de descarte de sementes, ou seja, que
nao foram coletadas pelas formigas para dentro do ninho (DE ABREU TAVARES;
JUNIOR; DE MORAIS, 2016). Nao foi encontrado na literatura estudos
relacionados ao forrageamento de folhas de S. lycocarpum.

Extratos de plantas do género Eugenia possuem atividades antifungicas,
antimicrobianas, antioxidante e antiviral, sendo considerada potencial planta
bioativa (SOBRAL-SOUZA et al., 2014; SOOD et al., 2012; THAMBI et al., 2013;
VICTORIA et al., 2012). Em bioensaios com formigas cortadeiras, extratos
etandlicos de flores, folhas, galhos e sementes de E. dysenterica apresentaram
mortalidade de 100%, 90%, 50% e 70% frente as operarias de A. laevigata apbs
72 horas de teste (teste de toxicidade diferente ao utilizado neste trabalho)
(FALEIROS et al., 2022). Jung e colaboradores (2013) avaliaram a atividade
inseticida de extrato etandlico de folhas e éleo essencial de E. uniflora, obtendo
85% e 97% de média de mortalidade em soldados de A. laevigata apés 5 dias
de teste (JUNG et al., 2013).
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Do extrato com maior toxicidade frente as operarias das formigas
cortadeiras, extratos de género Ocotea possuem ampla atividade inseticida
contra, por exemplo, Rhipicephalus microplus, Dysdercus peruvianus,
Drosophila suzukii e Sitophilus zeamais (FIGUEIREDO et al., 2018; MOSSI et
al., 2014; NASCIMENTO et al., 2020; TOLEDO et al., 2024). Extratos de casca
e galhos de O. brasiliensis nao apresentaram toxicidade significativa em
operarias de Atta sexdens em bioensaios de aplicacao tépica, tendo alcancado
apenas 10% (extrato de casca) e 6% (extrato de galhos) de mortalidade apés o
tempo maximo de testes (3 dias) (GOMES et al., 2016). Nao foi encontrada na
literatura bioensaios em formigas cortadeiras com extratos hexanicos de folhas

de plantas do género Ocotea.
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5 CONCLUSOES

Os biossensores eletroquimicos das acetilcolinesterases de Afta sexdens
propostos apresentaram respostas eletroquimicas consistentes com a
/imobilizagcéo efetiva das enzimas nos eletrodos impressos de carbono. Desta
forma, o protocolo desenvolvido aplica-se a imobilizacdo das enzimas
acetilcolinesterases extraidas da formiga e pode ser avaliado para a imobilizacao
de outras enzimas-alvo. Os biossensores foram aplicados com sucesso para a
avaliagéao do efeito de inibicdo do pesticida malation, os LODs calculados com
base nos resultados, 9,1 nmol L' para Bio-AChE A e 4,7 nmol L-! para Bio-AChE
B, sao valores proximos a outros biossensores eletroquimicos de
actilcolinesterase, demonstrando que os biossensores deste trabalho podem ser
aplicados para a deteccao de outros pesticidas especificos. Os biossensores
foram aplicados para a triagem de extratos com potencial atividade inseticida em
formigas cortadeiras, sendo que, dos extratos aplicados nos bioensaios deste
trabalho, o extrato de S. lycocarpum apresentou significativa inibicao da AChE
A, inibicdo maxima de 80%, podendo ser avaliado para futuros testes se possui
compostos bioativos para atividade anticolinesterasica. Os biossensores
desenvolvidos nesse trabalho sdo uma nova ferramenta para a triagem de

extratos bioativos.
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