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RESUMO

Os objetivos neste trabalho foram caracterizar os compostos fenolicos e
avaliar as atividades antioxidante e inseticida da farinha de folhas de mandioca
(FFM). Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Pdo da
China) foram coletadas aos 12 meses de idade da planta e transportadas ao
laboratério. As folhas foram lavadas em agua e em seguida colocadas em estufas
com circulacdo de ar para secagem por 48 horas, a temperatura entre 30°C e
35°C. Apds secagem, as folhas foram moidas para a obtencdo da FFM. A
caracterizacdo dos compostos fendlicos foi feita por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em trés extratos diferentes: metanol 50%, metanol PA e etanol
50%/acetona70%. Para a avaliagdo da atividade antioxidante e hepatoprotetora,
as ratas receberam doses intraperitoneais de tetracloreto de carbono e doses
diarias do extrato etandlico/acetona em diferentes concentragdes, por gavagem.
Avaliou-se 0s marcadores de funcdo hepatica, as enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil
transferase (GGT), além da peroxidacdo lipidica, determinacdo da concentragdo
de albumina e proteinas séricas, lipideos totais no figado e analise
histopatoldgica. A atividade inseticida foi testada incorporando-se o0 extrato
metandlico da FFM na dieta, a qual foi exposta a lagartas de Spodoptera
frugiperda, a fim de se avaliar as caracteristicas bioldgicas. A atividade subletal
do extrato também foi avaliada apds a emergéncia dos insetos. Além disso, 0
extrato metandlico foi solubilizado e aplicado em formigas cortadeiras Atta
sexdens Rubropilosa. Foram encontrados seis compostos fendlicos nos extratos
da FFM: é&cido galico, galocatequina, catequina, acido clorogénico,
epigalocatequina e acido meta cumarico, sendo o extrato metanélico 50% o que
revelou a presenca do maior numero destes compostos. Entre os fenolicos da
FFM, independente do extrato, a catequina foi o majoritario. O extrato
etandlico/acetona demonstrou agdo hepatoprotetora, diminuindo os niveis de
AST, ALT, GGT, peroxidacao lipidica e aumentando os indices de albuminas e
proteinas totais. JA o extrato metandlico PA reduziu a sobrevivéncia das
formigas e das lagartas, além de apresentar efeitos como a reducéo no nimero de
0Vv0s e aumento no tempo necessario ao desenvolvimento de S. frugiperda.

Palavras-chave: Folhas de Manihot esculenta. Extrato. Polifendis. Atividade
antioxidante. Atividade inseticida.



ABSTRACT

The objectives of thys study were to characterize the phenolic
compounds and antioxidant activities and assess the insecticide of cassava leaves
flour (CLF). Mature leaves of cassava (Manihot esculenta Crantz cv. Loaf
China) were collected at 12 months of age of the plant and transported to the
laboratory. The leaves were rinsed in water and then placed in ovens with forced
air drying for 48 hours at a temperature between 30°C and 35°C. After drying,
the leaves were milled to obtain the CLF. The characterization of phenolic
compounds was performed by high performance liquid chromatography in three
different extracts: 50% methanol, methanol, and ethanol 50%/acetona70%. To
evaluate the antioxidant and hepatoprotective activity, the rats received
intraperitoneal doses of carbon tetrachloride and daily doses of ethanol extract /
acetone at different concentrations, by gavage. We assessed markers of liver
function enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), gamma glutamyl transferase (GGT), and lipid peroxidation, determining
the concentration of albumin and serum protein, total lipids in the liver and
analysis Histopathological. Insecticidal activity was tested by incorporating the
methanolic extract of the CLF in the diet, which was exposed to Spodoptera
frugiperda in order to evaluate the biological characteristics. Sublethal activity
of the extract was also evaluated after the emergence of insects. Moreover, the
methanol extract was solubilized and applied in Atta leaf cutter ants. We found
six phenolic compounds in extracts of CLF: gallic acid, gallocatechin, catechin,
chlorogenic acid, and epigallocatechin goal coumaric acid, and 50% methanol
extract which revealed the presence of many of these compounds. Among the
phenolic CLF, independent extract, catechin was the majority. The ethanol
extract / acetone showed hepatoprotective, decreasing the levels of AST, ALT,
GGT, lipid peroxidation and enhancing the levels of albumin and total protein.
Already methanol extract PA reduced the survival of ants and caterpillars, and
present effects such as reduction in the number of eggs and increase the time
needed for the development of S. frugiperda.

Keywords: Leaves of Manihot esculenta. Extract. Polyphenols. Antioxidant
activity. Insecticidal activity.
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PRIMEIRA PARTE

APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma
de artigos, os quais se encontram no item artigos.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citagcbes que
aparecem no referencial teérico.

Cada artigo esta estruturado de acordo com as normas das revistas

cientificas escolhidas para a submiss&o ou publicagdo do mesmo.
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1 INTRODUCAO

Um grande numero de substancias organicas tem sido fornecido pela
natureza, sendo 0s vegetais 0s principais contribuintes, biossintetizando os mais
variados tipos de estruturas moleculares. As plantas desenvolveram mecanismos
de defesa quimica para a sua sobrevivéncia, ao longo do processo evolutivo,
com o desenvolvimento de rotas biossintéticas, conhecidas como metabolismo
secundario.

Metabolitos secundarios sdo as substancias produzidas a partir de vias
biossintéticas diversas, influenciando as interagdes ecologicas entre a planta e o
meio ambiente. Esses compostos conferem vantagens adaptativas as plantas,
atuam como agentes de defesa combatendo organismos patogénicos, insetos
fitéfagos, herbivoros predadores e agentes de competicdo para modificacdo do
comportamento germinativo e do crescimento de espécies vegetais estranhas,
entre outras fungbes. Entre os compostos produzidos pelo metabolismo
secundario, encontram-se 0s compostos fenolicos.

Sabe-se que as folhas de mandioca podem exercer um importante papel
na nutricdo humana e animal, uma vez que sdo fontes de proteinas, ricas em
minerais e vitaminas, porém, poucos estudos sdo encontrados na literatura
quanto aos compostos fenolicos, envolvendo praticamente, apenas relatos do seu
teor. Além disso, a busca por alimentos funcionais, fontes naturais de
substancias antioxidantes e formas eficientes de extracdo dessas substancias tem
sido alvo de intensas pesquisas.

Considerando a elevada proporcdo de residuos folhosos provenientes da
cultura da mandioca, a importancia da utilizacdo de compostos de origem natural
na terapéutica, em especial os fendlicos, e a inexisténcia de estudos de
identificacdo destes compostos na farinha de folhas de mandioca, torna-se

relevante estuda-los.
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A caracteriza¢do e quantificacdo dos constituintes fenolicos da farinha
de folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) trard contribuicdo
significativa para o esclarecimento do seu potencial benéfico ou téxico. Existem
relatos na literatura de que os compostos fendlicos sdo frequentemente
considerados antinutricionais por formarem complexos com proteinas, amido e
enzimas digestivas, causando uma reducao no valor nutritivo dos alimentos. Em
contrapartida, as acfes benéficas como antioxidante e anticarcinogénica destes
compostos no organismo humano tem sido amplamente estudadas e
comprovadas.

Os compostos fendlicos tém recebido muita aten¢do nos ultimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica in vitro. Além disso, sdo inimeros
os esforcos na descoberta de novos produtos para uso em alternativa aos
pesticidas existentes e com isso a busca por principios ativos de plantas contra
insetos-praga tem se intensificado, ja que, muitas vezes, 0 método de controle
quimico pode se mostrar ineficiente, além de causar uma série de efeitos
adversos ao ambiente.

Portanto, os objetivos neste trabalho foram a identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos da farinha de folhas de mandioca, a
realizacdo de ensaios biolégicos com ratas para estudar a atividade antioxidante
e hepatoprotetora destes compostos, bem como o estudo da sua atividade

inseticida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, € uma planta perene, arbustiva,
pertencente & familia Euforbiaceae. A parte mais importante da planta é a raiz,
que é rica em fécula (amido), utilizada na alimentacdo humana e animal ou
como matéria prima para diversas industrias (FRAIFE FILHO; BAHIA, 2006).

As raizes de mandioca tém sua produgdo dirigida tanto para consumo
direto como para industria de transformacédo, onde sdo utilizadas na elaboragao
de diversos produtos como farinha de mesa comum, farinha d"agua, farinha seca,
goma de tapioca, polvilho doce e azedo, mandioca congelada, minimamente
processada, chips (CARDOSO et al., 2001; FERREIRA NETO; FIGUEIREDO,;
QUEIROZ, 2003).

Além da importancia da raiz de mandioca como alimento, as folhas,
consideradas um subproduto da colheita da raiz, possuem elevada concentragdo
de B-caroteno, minerais e proteinas (NASSAR et al., 2007). Nas folhas da
mandioca as principais substancias consideradas antinutritivas e/ou toxicas sao:
cianeto, compostos fendlicos, nitrato, acido oxalico, saponinas, hemaglutinina e
inibidores de tripsina (MELO et al., 2007; WOBETO et al., 2007). Porém, estas
substancias podem ocasionar efeitos tdéxicos dependendo da quantidade
consumida, ou entdo podem trazer beneficios, dependendo da substancia e das
circunstancias, por isto, atualmente sdo denominadas de compostos bioativos.
As folhas de mandioca apresentam teor de compostos fendlicos que variam de
4,72 + 0,64 a 6,37 + 4,11 g 100 g™ para diferentes cultivares e processamentos
(CORREA et al., 2004; MELO et al., 2007).

Segundo Melo et al. (2007), muitos estudos tém sido realizados com
folhas de mandioca, objetivando propiciar niveis baixos de substancias
antinutritivas e/ou toxicas. Sabe-se que a forma de secagem das folhas, a idade

da planta e a propria cultivar tém grande influéncia tanto sobre os teores de
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nutrientes quanto no de compostos bioativos (CORREA et al., 2004; SIMAO et
al., 2013).

2.1 Compostos feno6licos

Os compostos fendlicos ou polifendis estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal e nos microrganismos, fazendo também parte do metabolismo
animal. No entanto, 0s animais em principio sdo incapazes de sintetizar o anel
aromatico, e os compostos fendélicos produzidos em pequena quantidade pelos
mesmos, utilizam o anel benzénico de substancias presentes na dieta alimentar
(SIMOES et al., 2004). Portanto, os compostos fendlicos sio majoritariamente
obtidos pelos animais e humanos através da dieta alimentar.

Os polifendis abrangem uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas. S8o metabolitos secundarios
largamente distribuidos na natureza, que participam de mecanismos de defesa
das plantas, protegendo-as contra ataque de bactérias, virus, fungos e outros,
semelhante a fungdo exercida pelo sistema imunolégico nos animais e humanos,
sendo consumidos através de dieta alimentar. Sdo descritos como fendis, os
acidos fendlicos e derivados, ligninas, taninos e flavonoides, 0s quais estdo
presentes nos alimentos de origem vegetal como folhas, cereais, leguminosas,
frutas em geral e bebidas como chas, café e vinho tinto. Duas rotas metabdlicas
basicas estdo envolvidas na sintese de compostos fendélicos: a rota do &cido
chiquimico e a do acido meval6nico (Figura 1) (SCHENKEL; GOSMANN;
ATHAYDE, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Eritroso 4 fosfato Acido fostoarolpirivico
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Figura 1 Biossintese de compostos fenolicos (TAIZ: ZEIGER, 2004)

Os compostos fendlicos como lignina, flavonoides e taninos encontram-
se entre as classes de metabdlitos secundarios de plantas com reconhecida
atividade inseticida, sendo que tais compostos sdo conhecidos por conferirem
protecédo a planta contra a herbivoria (SCHALLER, 2008).

S&o inumeros os relatos na literatura de trabalhos que atribuem atividade
inseticida aos compostos fendlicos, como exemplo, pode-se citar os trabalhos de
Hoffmann-Campo et al. (2006) e Mallikarjuna et al. (2004) que constataram que
entre as variadas classes de metabo6litos secundarios produzidos por rubiaceas,
estdo presentes 0s compostos fendlicos, que se mostram ativos contra

lepid6pteros.
2.1.1 Taninos
O termo tanino foi primeiramente usado para descrever compostos que

poderiam ser utilizados no processamento da pele animal, processo conhecido

como curtimento. Os taninos ligam-se as moléculas de colageno da pele dos
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animais, aumentando sua resisténcia ao calor, a 4gua e aos microrganismos
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

Seus efeitos prejudiciais na dieta parecem estar relacionados com suas
interacdes com proteinas alimentares, formando complexos responsaveis pelo
comprometimento do crescimento, baixa digestibilidade proteica e aumento do
nitrogénio fecal. Seus efeitos na salde humana ainda sdo questionaveis devido a
limitagdo de estudos nessa area, mas € importante considerar que o tanino
também apresenta uma forte acdo antioxidante que provavelmente podera ser
mais explorada em relacdo aos estudos na area de conservagdo de alimentos e
acdo no organismo humano.

Os taninos sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em
dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Os primeiros séo sintetizados a partir
do acido galico (rota do &cido chiquimico), incluindo os galitaninos e os
elagitaninos, polimeros derivados dos &cidos galico e elagico, respectivamente.
Este grupo de taninos é comumente utilizado para a curticdo de couros. Por
outro lado, os taninos condensados, juntamente com os flavonoides sédo
sintetizados a partir de duas rotas biossintéticas: a do acido chiquimico e a do
acetil CoA, via &cido meval6nico, e estdo presentes na fragdo fibra alimentar de
diferentes alimentos, podendo ser considerados indigeriveis ou pobremente
digeriveis (CARNEIRO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2002).

2.1.2 Flavonoides

De acordo com Kuskoski et al. (2004) e Volp et al. (2008), os
flavonoides constituem uma grande classe de substancias fenolicas e estdo
presentes na maioria dos tecidos vegetais. Constituem um grupo de pigmentos

vegetais amplamente distribuidos na natureza, que ddo cor a folhas, flores e
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frutos, além de desempenhar funcdo de defesa, protegendo contra irradiagéo ulta
violeta (UV) e outras.

Os flavonoides sdo subclassificados em seis subgrupos principais:
flavonas, (como por exemplo, apigenina e lupeolina), flavondis (quercetina e
miricetina), catequinas ou flavanois (epicatequina e galocatequina), flavanonas
(naringenina e hesperitina), antocianinas (cianina e pelargonina) e isoflavonas
(genisteina e daidzeina) (VOLP et al. 2008). Os flavonoides podem estar na
forma livre ou como glicosideos. A estrutura de suas agliconas consiste de dois
anéis aromaticos conectados por um anel pirano.

A respeito da atividade inseticida de flavonoides sobre lepiddpteros,
pode-se citar as flavonas isoladas de Gnaphalium affine D. Don. (Asteraceae), as
quais foram tdxicas a Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera: Noctuidae)
(MORIMOTO et al., 2003).

Sua estrutura quimica permite a ocorréncia de um grande numero de
transformacdes quimicas como hidroxilagdo, metilacdo, acilagdo, glicosilacao,
entre outras, o que justifica a grande diversidade estrutural desses compostos
(LOPES; NAGEM; PINTO, 2000).

2.2 Agéo antioxidante

A partir de 1980, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o
emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, aumentou
consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, 0s quais
tém sido restringidos devido ao seu potencial carcinogénico, bem como pela
comprovacgdo de diversos outros males como: aumento do peso do figado e
significativa proliferacdo do reticulo endoplasmatico (MELO; GUERRA, 2002;
YILDRIM; MAVI; KARA, 2002; ZHENG; WANG, 2001).
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Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacéo de
lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou a propagacao das reagcdes em
cadeia de oxidagdo. Em geral, existem duas categorias basicas de antioxidantes:
0s naturais e os sintéticos (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG,
2001).

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias
antioxidantes na dieta diaria, pode produzir uma acdo protetora efetiva contra 0s
processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo. Foi descoberto
que uma série de doengas entre as quais cancer, arterosclerose, diabetes, artrite,
doencas do coracdo, podem estar ligadas aos danos causados por formas de
oxigénio extremamente reativas denominadas de “substiancias reativas
oxigenadas” ou simplesmente espécies reativas ao oxigénio (ERO). Estas
substancias também estdo ligadas com processos responsaveis pelo
envelhecimento do corpo. Os mecanismos enddgenos de defesa (ou mediadores
de redox tais como: superéxido dismutase, catalase, peroxidase e
metaloproteinas) podem ser auxiliadas favoravelmente com a introducdo de
antioxidantes na dieta (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; YILDRIM; MAVI;
KARA, 2002).

As ERO sdo as varias formas de oxigénio ativado, entre as quais se
incluem os denominados radicais livres. Nos organismos vivos, as varias formas
de ERO podem ser constituidas de diversas maneiras. Por exemplo, como fontes
exogenas produtoras de radicais livres tem-se a fumaca do tabaco, radiagdes
ionizantes, solventes organicos e pesticidas (YILDRIM; MAVI; KARA, 2002).

O tetracloreto de carbono é uma potente droga hepatotoxica, a qual é
metabolizada no figado pelo complexo de enzimas oxidativas denominado
complexo enzimatico citocromo P-450. Esse processo oxidativo gera o radical
triclorometil (-CCls), sendo que parte deste gera o radical triclorometil-peroxil (-

O,CCls). A seguir, ocorre uma série de processos bioquimicos e secundarios,
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que sdo os Ultimos responsaveis pelas consequéncias patologicas do CCl, (LEE
et al., 2004; OZERCAN et al. 2006).

Os lipideos das membranas celulares, formadas em grande parte por
acidos graxos poliinsaturados, podem sofrer alteracdes oxidativas e perder a sua
funcionalidade através de alteracBes nos mecanismos de homeostase celular. A
propagacdo em cadeia da peroxidacao lipidica forma compostos reativos com o
oxigénio, ampliando o seu dano. Esta agressdo interfere em importantes
mecanismos celulares, incluindo expressdo génica e sistemas enzimaticos, entre
outros (LEE et al., 2004).

A atividade antioxidante (AA) de compostos fendlicos ocorre
principalmente devido as suas propriedades de oxido-reducéo, as quais podem
desempenhar um importante papel na neutralizagdo de radicais livres
(BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG, 2001).

Os compostos fendlicos apresentam um amplo espectro de propriedades
medicinais, tendo agdes comprovadas como antialérgicos, anti-inflamatorios,
antibacterianos, anti-tromboéticos, efeitos cardio-protetores, vasodilatadores e
principalmente como antioxidantes (BALASUDRAM; SUNDRAM; SAMMAR,
2006), mostrando amplo campo de aplicacdo para os fendlicos da farinha de
folhas de mandioca (FFM).

Como exemplo da AA de compostos fendlicos, pode-se citar as
catequinas presentes nas plantas, que sdo poderosos antioxidantes inibindo os
danos causados ao DNA pelas ERO, a imunossupressao e a inflamacéo cutanea
induzida pelos raios UV (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

A presenca de compostos fenodlicos, tais como flavonoides, &cidos
fendlicos, antocianinas, além dos ja conhecidos vitaminas C, E e carotenoides
contribuem para os efeitos benéficos de alimentos (AJAIKUMAR, 2005;
SILVA et al., 2004).
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Estudos tém demonstrado que fendlicos naturais possuem efeitos
significativos na reducdo do céncer, e evidéncias epidemiolégicas demonstram
correlacdo inversa entre doencas cardiovasculares e consumo de alimentos fonte
de substancias fenolicas, possivelmente por suas propriedades antioxidantes
(KARAKAYA, 2004; NINFALI et al., 2005).

Os flavonoides e os acidos fendlicos sdo 0s que mais se destacam no
grande grupo de compostos fendlicos e sdo considerados os antioxidantes mais
comuns de fontes naturais (KARAKAYA, 2004).

Grande énfase tem sido dada a identificagdo e purificacdo de novos
compostos com atividade antioxidante, oriundos de fontes naturais, que possam
agir sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como uma forma de
prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e restringir a utilizagdo dos
antioxidantes sintéticos (SHAHIDI; ALASALVAR; LIYANA-PATHIRANA,
2007).

Os é&cidos fendlicos, por exemplo, sdo compostos que possuem potencial
antioxidante bem caracterizado. Um estudo realizado em ratos com senescéncia
acelerada alimentados com dieta suplementada com acido galico, mostrou que
além do restabelecimento da atividade das enzimas antioxidantes catalase e
glutationa peroxidase, houve reducédo do nivel de peroxidacao lipidica, levando a
diminuicdo significativa da quantidade de substancias reativas ao &cido

tiobarbitarico no figado, cérebro e rim (LI et al., 2005).

2.3 Lagarta-do-cartucho

Os extratos de plantas vém sendo estudados como uma alternativa ao
uso de inseticidas sintéticos. As caracteristicas de produtos naturais, de baixa
toxicidade e persisténcia, fazem com que o0s extratos vegetais sejam associados a
um menor impacto ambiental (COSTA; SILVA; FIUZA, 2004).
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Nesse contexto, inimeros insetos-praga se destacam por serem de dificil
controle por meio do uso de pesticidas sintéticos, merecendo destaque a
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), cujo nome
comum ¢ lagarta-do-cartucho (BARROS et al., 2005). Tal lagarta € um inseto
polifago, de dificil controle, que causa danos a diversas culturas. No Brasil, é
considerada uma das principais pragas das culturas do milho e do arroz e
recentemente passou a ser uma praga importante da cultura do algoddo
(BARROS et al., 2005; MARTINELLI et al., 2006).

Assim, existem varios trabalhos visando avaliar a atividade biolégica de
produtos naturais sobre S. frugiperda. Estudos recentes tém demonstrado a
eficiéncia de produtos vegetais como bioinseticidas, os quais podem retardar o
desenvolvimento das larvas, reduzindo sua capacidade de alimentacdo, retardar
o desenvolvimento e a emergéncia dos adultos, afetando também a capacidade
de oviposicao de muitas espécies (ASLAN et al., 2004; HAN; KIN; AHN, 2006;
KORDALI et al., 2006; MATOS et al.,, 2006; NATHAN; KALAIVANI,
SEHOON, 2006; RAHMAN; TALUKDER, 2006; TEWARY; BHARDWAJ,
SHANKER, 2005).

Borgoni e Vendramim (2003) avaliaram a eficiéncia de extratos aquosos
de ramos e folhas de seis espécies de Trichilia (T. casaretti, T. catigua, T.
clausseni, T. elegans, T. pallens e T. pallida), em comparacdo com a do extrato
aquoso de sementes de Azadirachta indica (nim) sobre a lagartaS.
frugiperda em condicBGes de laboratdrio. Para as seis espécies testadas, pelo
menos uma das estruturas (ramos ou folhas) afetou o desenvolvimento do inseto.
O extrato de folhas de T. pallens causou mortalidade larval semelhante &
causada pelo extrato de nim. Os extratos de ramos de T. pallens, e de ramos e
folnas deT. pallida, embora menos eficientes, também reduziram a

sobrevivéncia e o peso larval de S. frugiperda.
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As sementes de A. indica e Chromolaena odorata e os frutos de Melia.
azedarach foram altamente toxicos as larvas de S. frugiperda, causando
mortalidade acima de 80%. Frequentemente vem sendo relatada a selecdo de
populagdes de S. frugiperda resistentes aos pesticidas sintéticos (VIRLA et al.,
2008; YU, 2006; YU; MCCORD JUNIOR, 2007), justificando-se, assim,

estudos gque busquem novas formas de controle para esse inseto-praga.

2.4 Formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras pertencem a ordem Hymenoptera, Familia
Formicidae e Tribo Attini e estdo entre as pragas mais severas da
agrossilvicultura brasileira. O ataque realizado por essas pragas ocorre de
maneira intensa e constante, causando danos em qualquer fase de
desenvolvimento da planta, devido aos cortes de folhas, brotos, ramos finos e
flores, os quais sdo carregados para o interior dos ninhos subterraneos
(ZANETTI et al., 2002).

Entre os insetos sociais, as formigas foram os que mais se adaptaram as
cidades, sendo que no Brasil estima-se que das 2.000 espécies de formigas
identificadas, cerca de 50 espécies sdo pragas urbanas causando prejuizos no
campo, nas cidades e danos a saude publica (CAMPOS-FARINHA et al., 2002).

Em relacdo & atividade de produtos de origem natural contra formigas,
pode-se citar o trabalho de Bueno et al. (2005), que utilizaram extratos de
diversas partes de Cedrela Fissilis Vell (Meliaceae) e observaram uma
diminuicdo significativa na atividade das formigas, inibindo o crescimento do
fungo simbionte, podendo concluir que esta planta apresenta substancias
secundarias que podem causar efeito toxico as colbnias do género Atta, uma vez

que prejudicam tanto as operérias quanto o fungo simbionte.
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Bueno et al. (2008) observaram que ninhos iniciais de laboratorio,
tratados exclusivamente com folhas de gergelim, foram drasticamente afetados e
concluiram que nos extratos dessa planta existem compostos toxicos para as
formigas.

A obtencdo de moléculas extraidas de extratos de plantas é uma das
areas de maiores perspectivas no manejo de formigas cortadeiras, sendo
necessario estudar as plantas que apresentam resisténcia ao ataque desses insetos
no campo (DELLA LUCIA; MARINHO; RIBEIRO, 2008).
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3 CONCLUSAO

Encontram-se presentes nas folhas de mandioca os fendlicos: &cido
galico, galocatequina, catequina, &cido clorogénico, epigalocatequina e &cido
meta cumarico. O extrator metanol 50% (v/v) foi o mais eficiente em extrair os
compostos fenolicos da farinha de folhas de mandioca (FFM), quando
comparado com metanol PA e etanol 50%/acetona 70%. Os constituintes
majoritarios detectados foram a catequina e os acidos clorogénico e galico.

O pré-tratamento com o extrato etandlico/acetona de FFM nas
concentragdes de 50, 150 e 450 mg kg'1 demonstrou acdo hepatoprotetora contra
lesdo induzida por CCl, em ratas. A agdo benéfica do extrato foi constatada e as
enzimas marcadoras da funcdo hepatica aspartato aminotranserase, alanina
aminotransferase e gama glutamil transferase, as quais tiveram seus niveis
reduzidos em comparacdo ao controle positivo. Pdde-se observar também, a
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e aumento dos niveis de albumina e
proteinas totais. Os fendlicos acido galico, galocatequina, catequina e o acido
clorogénico, podem ser responsaveis pela acdo encontrada, uma vez que esses
compostos foram detectados no extrato empregado neste experimento.

O extrato metandlico PA provocou efeito subletal, aumentando o tempo
necessario ao desenvolvimento de S. frugiperda, prolongando as fases larval e
pupal, reduzindo o nimero de ovos, além de apresentar efeito negativo na
sobrevivéncia das formigas e das lagartas. A atividade encontrada foi atribuida
aos compostos acido galico e a catequina, os quais foram identificados nesse

extrato.
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Resumo - O conhecimento de que os antioxidantes desempenham
inibicdo dos radicais livres, resultantes do metabolismo celular, tem
motivado o interesse pela analise destes compostos em diversos produtos.

No presente estudo, os objetivos foram identificar e quantificar os
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compostos fendlicos presentes na farinha de folhas de mandioca (FFM),
verificar a sua relacdo com a atividade antioxidante e o efeito de
diferentes maneiras de extracdo. A extracdo dos compostos fendlicos foi
realizada empregando-se 0s seguintes extratores: etanol 50%/seguido de
acetona de 70%, metanol PA e metanol 50%. A caracterizaco e
quantificacédo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
atividade antioxidante determinada pelos métodos ABTS e B-
caroteno/acido linoleico. Foram identificados seis compostos fendlicos
nos extratos da FFM: &cido galico, galocatequina, catequina, &cido
clorogénico, epigalocatequina e acido meta-cumarico, sendo o extrato
metanolico 50% o que revelou a presenca do maior numero destes
compostos e maior potencial antioxidante. Entre os fendlicos da FFM,
independente do extrato, a catequina foi 0 majoritario. Pode-se inferir que
a atividade antioxidante dos extratos da FFM esta relacionada com a
presenca de fendlicos, pois a amostra com maior teor desses compostos

foi a que demonstrou maior potencial antioxidante.

Termos para indexacdo: Farinha de folhas de mandioca, caracterizagéo,

compostos fendlicos, atividade antioxidante,
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Cassava leaf flour: extraction, characterization and antioxidant

activity of phenolic compounds

Abstract — The knowledge that antioxidants inhibit free radicals, resulting
from the cellular metabolism, has motivated interest in the analysis of
these compounds in various products. The objectives of the present study
were to identify and quantify the phenolic compounds present in cassava
leaf flour (CLF), verify its relationship with the antioxidant activity and
the effect of different manners of extraction of these compounds. The
extraction of phenolic compounds was performed using the following
extractors: 50% ethanol followed by 70% acetone, methanol PA and 50%
methanol. The identification and quantification were performed by high
performance liquid chromatography, and the antioxidant activity was
determined by the ABTS and the B-carotene/linoleic acid methods. Six
phenolic compounds were found in the CLF extracts: gallic acid,
gallocatechin, catechin, chlorogenic acid, epigallocatechin and meta-
coumaric acid, and the 50% methanol extract revealed the presence of
many of these compounds and the highest antioxidant potential. Among
the phenolic compounds of CLF, independent of extract, catechin was the

majority one. It can be inferred that the antioxidant activity of the CLF
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extracts is related to the presence of phenolic compounds, since the
sample with the highest content of these compounds demonstrated the

highest antioxidant potential.

Index Terms: cassava leaf flour, characterization, phenolic compounds,

antioxidant activity

1. Introducéo

Atualmente ha grande interesse no uso de produtos naturais como
antioxidantes para a preservacdo de alimentos e principalmente na
investigacdo de seus efeitos em condicdes fisiopatoldgicas, onde ocorre 0
envolvimento de espécies reativas do oxigénio. Esses compostos sao
considerados como coadjuvantes na reducdo do risco de desenvolvimento
de doencas como aterosclerose, diabetes, hipertensdo, doencas
coronarianas, neuroldgicas degenerativas e alguns tipos de céancer
(Auruoma, 2002), pois combatem radicais livres, que sdo espécies
extremamente reativas que causam a oxidacdo de vérias biomoléculas
presentes em nosso organismo (lipideos, proteinas e acidos nucleicos),

podendo ser a causa ou 0 agravante do quadro geral destas doencas, e
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inibem a peroxidacao lipidica, responsavel pela geracdo de radicais que
causam a oxidacéo dos alimentos.

Dessa forma, pesquisas buscam alternativas para reduzir os efeitos
prejudiciais de radicais livres em alimentos e melhorar a capacidade
antioxidante do organismo, como forma de tratamento e prevencdo das
enfermidades e suas complica¢fes (Simao et al., 2013b).

Os compostos fenolicos de origem vegetal tém sido alvo de muitos
estudos, devido as suas acOes bioldgicas associadas a prevencdo de
doencas e 0 seu potencial curativo. A protecdo contra doencas por esses
compostos é mediada por propriedades tais como a acdo de captura de
espécies reativas do oxigénio. Os fenolicos sdo importantes constituintes
dietéticos, em virtude da sua elevada capacidade antioxidante, atribuida a
sua habilidade em complexar ions metalicos, inativar reacdes radicalares
e prevenir a conversdo de hidroperéxido em oxirradicais reativos
(Dimitrios, 2006).

Varios residuos agroindustriais tem sido estudados, visando maior
aproveitamento destes, agregacdo de valor e busca por possiveis
substancias com provaveis beneficios a salde. Entre estas substancias, as

antioxidantes, com destaque para 0s compostos fendlicos, tem sido alvo



36

de varios estudos nesses residuos, como, por exemplo, os realizados por
Chantaro et al. (2008) que registraram potencial antioxidante em farinhas
produzidas a partir de cascas de cenoura, os de Ajila et al. (2008) que
constataram potencial antioxidante em biscoitos enriquecidos com farinha
de casca de manga, e os de Zia-ur-Rehman et al. (2004) que utilizaram o
extrato de casca de batata como antioxidante natural em 6leos de semente
de soja.

Outro residuo que merece destaque sdo as folhas da mandioca
(Manihot esculenta Crantz). Estas folhas, até entdo tratadas como
subproduto agricola, vem sendo alvo de estudos, pois nutricionalmente
apresentam grande potencial para 0 consumo humano e animal. Sabe-se
que estas folhas sdo fontes de proteinas, vitaminas A e C, ricas em
minerais, especialmente Mg, Fe, Zn e Mn (Corréa et al., 2004; Wobeto et
al., 2006). Estas folhas tém sido utilizadas na alimentacdo humana, porém
poucos estudos sdo encontrados na literatura quanto a sua composicao
fendlica, havendo praticamente, apenas relatos do seu teor (Corréa et al.,
2004; Simdo et al., 2013a).

Considerando a elevada propor¢do de residuos folhosos

provenientes da cultura da mandioca, a importancia da utilizagdo de
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compostos de origem natural na terapéutica, em especial os fendlicos, e a
inexisténcia de estudos de identificacdo destes compostos na farinha de
folhas de mandioca, torna-se relevante investiga-los.

Além disso, € necessario conhecer qual a maneira mais eficiente
de extracdo dos compostos antioxidantes. Desta forma, os objetivos neste
trabalho foram identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes
em diferentes extratos da farinha de folhas de mandioca, além de verificar
a sua relacdo com a atividade antioxidante.

2. Material e Métodos

Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Péao
da China) livres de pragas e doencas, foram coletadas no periodo da
manhd, no més de abril, aos 12 meses de idade da planta e transportadas
ao laboratério. As folhas foram lavadas em &agua corrente e em agua
destilada e em seguida colocadas em estufas com circulacdo de ar para
secagem por 48 horas, a temperatura entre 30°C e 35°C. Apos secagem,
as folhas tiveram seus peciolos retirados e, em seguida, foram moidas
para a obtencédo da farinha de folhas de mandioca (FFM).

Os compostos fendlicos presentes na FFM foram extraidos de trés

formas: a) na primeira extracdo, a FFM foi mantida sob maceragdo em



38

etanol 50% na proporcdo 1:40 (p/v), por 30 minutos e, em seguida,
centrifugadas a 2.500 x g, durante 15 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e o precipitado foi novamente submetido ao processo de
extracdo descrito, porém desta vez com acetona 70%. Os dois
sobrenadantes foram reunidos e rotaevaporados até 25 mL; b) a FFM foi
mantida sob maceracdo em metanol durante 48 horas, na proporcao de
10:15 (p v'Y) e filtrado utilizando-se algod&o hidrofilo. Ao residuo foi
adicionado mais metanol, sendo esse procedimento repetido sete vezes
para garantir um bom rendimento da extracdo e c) na terceira extracdo, 1
g de FFM em 50 mL de metanol 50% foi mantida em refluxo por 15
minutos a 80°C, por trés vezes consecutivas, e os extratos foram reunidos
e evaporados até 25 mL.

As analises cromatograficas foram realizadas empregando o
equipamento HPLC Agilent modelo 1100, equipado com uma bomba
binaria, injetor automético e detector com arranjo de diodos, no
comprimento de onda 280 nm segundo metodologia proposta por (Aquino
et al.,2006) com modificagdes.

Os extratos fendlicos e os padrbes foram separados em uma
coluna ascentis Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um), conectada a uma pré-
coluna ascentis C1g (20 mm x 4,0 mm, 5 um. A fase mdvel foi composta

pelas solugdes: &cido acético 2% (A) e metanol:agua:acido acético
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70:28:2 (viviv) (B). As analises foram realizadas com tempo total de 50
minutos, a uma temperatura de 15°C, em um sistema do tipo gradiente:
100% do solvente A de 0,01 a 5 minutos, 70% do solvente A de 5 a 25
minutos, 60% do solvente A de 25 a 43 minutos, 55% do solvente A de
43 a 50 minutos. O solvente A foi aumentado para 100% buscando
manter o equilibrio da coluna. O fluxo utilizado em todas as anélises foi
de 1 mL min™* e o volume de injecéo foi de 20 pL.

Os padroes fenolicos utilizados foram: é&cido gélico,
galocatequina, 3,4-dihidroxibenzeno, catequina, 4acido clorogénico,
epigalocatequina, acido vanilico, epicatequina, acido siringico, acido p-
cumarico, acido ferdlico e acido m-cumarico, todos da marca Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As solucdes estoque dos padrdes foram
preparadas em dimetil suféxido e/ou metanol (Merck) em um intervalo de
concentracdo de 0,1 a 177,15 mg L™. O 4cido acético e metanol (Merck,
Darmstadt, Germany) foram usados na preparacdo da fase mdvel e a 4gua
ultrapura foi obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA,
EUA).

Os extratos fenolicos e os padrdes foram filtrados em membrana

de nylon de 0,45 um (Millipore®) e diretamente injetados no sistema
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cromatografico. Cada solucédo foi injetada trés vezes no sistema HPLC,
com a finalidade de se obter a média das concentracGes e dos tempos de
retencdo. Os compostos fendlicos nos extratos foram identificados por
comparacdo com os tempos de retencdo dos padrdes. A quantificacdo foi
realizada por meio da construcao de curvas analiticas, no qual cada ponto
representou a média de trés repeticdes.

A atividade antioxidante foi medida por duas metodologias. A
primeira consiste na determinacdo da inibicdo da peroxidacao lipidica
pelo método B-caroteno/acido linoleico, em que se utilizou a metodologia
desenvolvida por Rufino et al. (2006), com modificacGes. Para o preparo
da solug@o sistema [-caroteno/acido linoleico, utilizaram-se 50 puL de B-
caroteno diluido em cloroférmio (20 g L™), aos quais adicionaram-se 40
pL de &cido linoleico, 530 pL de tween 20 (emulsificante) e, para
solubilizar, 1 mL de cloroférmio. Em bal&o recoberto com aluminio para
protecdo contra luz, o cloroférmio foi evaporado em rota-evaporador e
100 mL de &gua saturada de oxigénio (adgua destilada tratada com
oxigénio por 30 minutos) foram acrescentados e agitados até que a
solugéo sistema apresentasse coloracdo amarelo-alaranjada. Em tubos de

ensaio, 2,5 mL dessa solugéo sistema foram adicionados a 0,2 mL de cada
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diluicdo (200, 1.000 e 10.000 mg mL™) do extrato empregada para o
teste.

Foram feitos tubos controle contendo 2,5 mL da solucéo sistema
com 0,2 mL de BHT (butil-hidroxitolueno - antioxidante sintético),
quercetina e rutina, que sdo flavonoides com a atividade antioxidante
comprovada, todos na concentracdo de 200 mg L. Os tubos padrées e
testes foram colocados em banho-maria a 40°C e apds 2 horas, 0s tubos
foram homogeneizados e as leituras foram feitas a 470 nm utilizando-se
agua para calibrar o aparelho.

A segunda metodologia empregada (ABTS) mede a habilidade de
um antioxidante de reduzir um radical livre por doacdo de hidrogénio ou
elétron, (Re et al., 1999, com modificaces feitas por Rufino et al., 2007).
Nos extratos foram feitas quatro dilui¢cdes (500, 1.000, 2.000 e 4.000 mg
mL™) diferentes para os ensaios e posterior construgo de curva analitica.

Foram feitas curvas analiticas com trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-4cido carboxilico) , além de teste para comparacao
com os padres BHT, rutina e quercetina, preparados na concentragédo de

200 mg L™
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3. Resultados e discusséo
Na Figura 1 sdo apresentados os perfis cromatograficos e na

Tabela 1, os teores de compostos fenolicos dos trés extratos da FFM.
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Figura 1. Cromatograma da solucdo de compostos fendlicos com
deteccdo espectrofotométrica em 280 nm. Identificacdo dos
picos: 1 = acido galico, 2 = Galocatequina, 3 = 3,4
dihidroxibenzeno, 4 = catequina, 5 = &cido clorogénico, 6 =
epigalocatequina, 7 = acido vanilico, 8 = epicatequina, 9 =
acido siringico, 10 = &cido p-cumarico, 11 = acido ferulico,
12 = acido m-cumarico (A); Extrator etanol 50% seguido de
acetona 70% (B); Extrator metanol PA (C) e Extrator

metanol 50% (D).
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Tabela 1. Compostos fendlicos, em mg 100 g, em trés extratos da

farinha de folhas de mandioca.

Extratos
Etanol 50%

Compostos seguido de acetona

fendlicos 70% Metanol PA  Metanol 50%
Acido galico 33,00 £ 0,42 35,00+1,37 43,00+£1,98
Galocatequina 9,10 £ 2,37 - 9,10 £ 0,57
Catequina 155,96 +£ 14,07 191,00+ 1,13 208,00 + 2,10
Acido clorogénico 104,80 + 3,32 - 86,13 + 5,02
Epigalocatequina - - 22,52 + 3,61
Acido m- - - 1,31+ 0,08
cCumarico

Dados sdo a média de 3 repeti¢bes + desvio padrao

Os diferentes sistemas de solventes utilizados na extracéo
afetaram o conteddo de fendlicos dos extratos de FFM. O extrato
metanolico 50% revelou a presenca do maior numero de compostos
fenolicos: &cido galico, galocatequina, catequina, acido clorogénico,

epigalocatequina e acido m-cumarico, com teores mais elevados, exceto
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para o &cido clorogénico. O extrato metanol PA extraiu apenas dois
compostos fenolicos, o acido galico e a catequina. O extrato obtido pela
extracdo com etanol 50% seguido de acetona 70% revelou apresenca de :
acido galico, galocatequina, catequina e &cido clorogénico. Entre os
fenolicos da FFM, independente do extrato, a catequina foi a majoritaria,
seguida pelos acidos clorogénico e galico, sendo que o &cido clorogénico
ndo foi detectado no extrato metanol PA.

Dos extratos analisados, 0 metanol 50% foi 0 que mostrou maior
potencial antioxidante, tanto para 0 método ABTS, quanto para 0 método
[-caroteno/acido linoleico (Tabela 2), provavelmente devido ao maior

namero e concentracdo de fenolicos neste extrato.
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Tabela 2. Atividade antioxidante de trés extratos da farinha de folhas de

mandioca e de trés padrdes*, pelos métodos ABTS e pB-

caroteno/acido linoleico.

Extratos

ABTS

(umol trolox L*g™)

[-caroteno/ &cido linoleico
(% de inibicao)

Etanol 50%

seguido de acetona

70% 330,93 + 1,27 83,52 £ 0,53
Metanol PA 233,17+ 0,75 79,71 £ 0,83
Metanol 50% 383,33+ 0,67 87,53 £ 0,57
Padrdes

Quercetina 3.984,06 + 117,10 77,33 +£0,91
Rutina 1.043,30 + 11,27 17,42 + 0,75
BHT 1.897,53 + 95,93 100,40 £ 0,34

Dados sdo a média de 3 repeticbes + desvio padrdo. *Concentracdo dos

padrdes: 200 mg L™
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O acido clorogénico e a galocatequina parecem ter um papel muito
importante na atividade antioxidante destes extratos, visto que eles ndo
foram detectados no extrato metanolico PA, que apresentou a menor AA.

Observou-se que, quando comparados aos padrdes, o potencial
antioxidante dos extratos da FFM no método ABTS alcancaram em média
menos que 50% do potencial desses padroes, sendo considerados baixos.

No método B-caroteno/acido linoleico, os extratos demonstraram
maior potencial que a quercetina e rutina, sendo menor apenas que 0
BHT. Estas discrepancias podem ser inerentes as caracteristicas e ao
mecanismo de acdo dos compostos bioativos e a metodologia utilizada
para avaliar sua propriedade antioxidante.

Os compostos fendlicos apresentam um amplo espectro de
propriedades medicinais, tendo acdes comprovadas como antialérgicos,
anti-inflamatorios, anti-bacteriano, anti-trombéticos, efeitos cardio-
protetores vasodilatadores e principalmente como antioxidantes
(Balasudram et al., 2006), mostrando amplo campo de aplicagdo para 0s
fendlicos da FFM.

A atividade antioxidante (AA) dos acidos fendlicos e das

catequinas identificadas neste estudo ja é conhecida. Em estudos
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realizados com extratos de casca de batata, através do método de Shall,
observou-se que os acidos clorogénico, galico, protocatequinico e cafeico
apresentaram potencial antioxidante similar ao BHA (butil-hidroxi-anisol-
antioxidante sintético) quando o extrato e o BHA foram aplicados em
6leo de girassol na dosagem de 200 mg kg™ (Sotillo; Hadley; Holm,
1994).

Ramalho & Jorge (2006) realizaram uma revisdo, reportando
estudos sobre AA de substancias naturais e sintéticas na conservacao de
6leos, gorduras e alimentos gordurosos. Os resultados mostraram que 0
acido cafeico e o extrato metanolico de alecrim séo os antioxidantes mais
adequados para a gordura animal, apresentando inclusive efeito superior
ao BHT e BHA. Também foi observado que os acidos clorogénico,
galico, protocatequinico e cafeico, quando empregados na conservacédo do
Oleo de girassol apresentaram melhor efetividade que BHA e BHT,
evidenciando a 6tima acdo antioxidante desses compostos fendlicos
presentes em alimentos e plantas medicinais. Como na FFM foram
identificados alguns desses fenolicos (acidos galico e clorogénico), esta se

credencia para ser utilizada como fonte de antioxidantes naturais.
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Segundo Guaratini et al. (2007), as catequinas presentes nas
plantas sdo poderosos antioxidantes inibindo os danos causados ao DNA
pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), a imunossupressdao e a
inflamacédo cutanea induzida pelos raios UV. A AA das catequinas deve-
se aos mecanismos de transferéncia de elétrons destas para as ERO,
estabilizando essas substancias.

A AA dos compostos de natureza fendlica é influenciada por
muitos fatores, em especial a posicdo de substituicdo e o nimero de
grupos hidroxila (OH), as propriedades de outros grupos substituintes e a
possibilidade de formacdo de ligacbes de hidrogénio. A posicdo de
substituicdo da hidroxila no anel fendlico, considerada em rela¢do a uma
posicao fixa, influencia diretamente o potencial antioxidante. Compostos
contendo a hidroxila em para (posi¢cdo 4) sdao mais ativos do que aqueles
substituidos em orto ou meta (posicdes 1 e 2, respectivamente).
Compostos com dois (mais comum) ou trés substituintes grupos
hidroxilas no anel benzénico possuem maior potencial antioxidante do
gue os monohidroxilados (Pannala et al. 2001; Cheng et al., 2003).

O potencial antioxidante esta altamente relacionado a capacidade

de doagdo de elétrons. A etapa de transferéncia do hidrogénio tem se
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destacado, mas o potencial antioxidante ndo depende apenas da forca de
energia da ligacdo O-H. A estabilizacdo das espécies cation-radicalar e
radicalar formadas também deve ser considerada (Wright et al., 2001,
Cao et al., 2005).

Na presenca de grupo hidroxila substituido em posicdo orto e/ou
para em anel contendo heterodtomo nitrogénio ou oxigénio, a AA é
potencializada por efeito de ressonancia entre o par de elétrons do tipo p
do heteroatomo e o radical fenoxi formado (Zhang, 1999; Pannala et al.,
2001).

Assim, o potencial antioxidante de um extrato ndo pode ser
explicado apenas com base em seu teor de fendlicos totais. A
caracterizacdo da estrutura do composto ativo também é necessaria.

Estudos realizados por Melo et al. (2007) com FFM, obtida da
cultivar Cacao, mostraram que dietas contendo 10 e 15% desta farinha
propiciaram reducdo nos niveis plasmaticos de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico em ratos Wistar, confirmando a AA in vivo da FFM.
Porém, estes autores ndo concluiram quais substancias foram as

responsaveis pela redugdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
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mas provavelmente os compostos fendlicos presentes na farinha desta
cultivar contribuiram para esta acao.

Yeh & Yen (2006) citam que entre todos os acidos hidrobenzoicos
presentes nos vegetais, o acido galico € o que apresenta maior efetividade
na inativacao do radical ABTS. Segundo Koleva et al. (2002) a oxidacao
lipidica € um complexo processo em cadeia, no qual estdo envolvidos
varios tipos de radicais livres de diferentes reatividades, e a acéo
antioxidante de um composto bioativo depende do substrato lipidico, da
sua solubilidade e do seu mecanismo de acdo. Assim, em ensaios que
contém lipidios como substrato oxidavel, a exemplo da oxidacdo
acoplada p-caroteno/acido linoleico, o papel protetor do antioxidante
depende de sua solubilidade que determina sua distribuicdo na fase do
sistema, incluindo localizacao e orientacéo.

Além disso, a complexa composicao dos extratos de vegetais pode
provocar interacbes sinérgicas ou antagdnicas entre 0s compostos
presentes, podendo, também, afetar sua particdo nas fases do meio e,
consequentemente, sua acdo antioxidante. Ainda, segundo Koleva et al.
(2002) o exato mecanismo do antioxidante no sistema p-caroteno/acido

linoleico é dificil de ser explicado, especialmente ao testar a acdo de
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matrizes complexas, como 0s extratos de vegetais. Por outro lado, o
ensaio do ABTS avalia a capacidade do antioxidante de sequestrar o
radical, portanto ndo esta associado a degradacdo lipidica oxidativa nem a
hidro/lipossolubilidade do composto antioxidante, pois o sistema nao
contém substrato oxidavel, depende principalmente da sua estrutura
quimica. Neste caso, avalia-se a habilidade do antioxidante em doar
hidrogénio.
4. Concluséo

O extrator metanol 50% (v/v) foi o mais eficaz em extrair os
compostos fenolicos da FFM e foi o extrato que apresentou maior
atividade antioxidante. Foram identificados o &cido galico, galocatequina,
catequina, acido clorogénico, epigalocatequina e &cido m-cumarico,
sendo majoritarios a catequina, os acidos clorogénico e galico.

Pode-se inferir que a FFM ¢é fonte de fendlicos e possivelmente
pode ser utilizada como fonte natural de antioxidantes em preparacfes

farmacoldgicas e alimenticias, visando beneficios a satde.
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under maceration in 50% ethanol at a 1:40 ratio (w/v) for 30 minutes and
then centrifuged at 2,500 x g for 15 minutes. The supernatant was
collected and the precipitate was again subjected to the extraction process
with 70% acetone, as described above. Then, supernatants were collected,
rotoevaporated for removal of solvents and lyophilized to give the extract.
The animals received intraperitoneal doses of carbon tetrachloride (CCly)
and daily doses of the extract by gavage. After the treatment, we tested
the activity of the enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and gamma glutamyl transferase (GGT), and
lipid peroxidation, determining the concentration of albumin and serum
protein, total lipids and liver histopathology. Treatment with the CLF
extract inhibited the damage induced by CCly, resulting in lower degree of
steatosis. Protection of the liver damage was demonstrated by the lower
activities of serum enzymes, such as AST, ALT and GGT, low levels of
lipid peroxidation and by the histopathological observation. These actions
were attributed to phenolic compounds, such as gallic acid, gallocatechin,

catechin and chlorogenic acid found in the CLF extract.
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Abbreviations

ALT alanine aminotransferase

AST aspartate aminotransferase

BSA bovine serum albumin

CCl, carbon tetrachloride

CLF cassava leaf flour

GGT gamma glutamyl transferase

HPLC high performance liquid chromatography
MDA malondialdehyde

TBARS thiobarbituric acid reactive substances

1. Introduction
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- Carbon

Carbon tetrachloride (CCly) is a hepatotoxin that has been used to

induce liver fibrosis in animals. One of the major consequences of liver

injury caused by CCl, is lipid peroxidation, which is mediated by the

production of free radicals derived from CCl, and, when repeatedly
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administered in a low dose, induces liver fibrosis and then cirrhosis [1].
The hepatotoxic effects of CCl, are largely due to its active metabolite,
trichloromethyl radical. These activated radicals can bind covalently to
macromolecules and induce peroxidative degradation of lipids in the
endoplasmic reticulum membrane, rich in polyunsaturated fatty acids.
This leads to the formation of lipid peroxides. The toxicity of this
compound can be evidenced by an elevation of serum marker enzymes,
such as aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT) and gamma glutamyl transferase (GGT) [2].

Although no therapeutic approach has been successful in the
pathogenetic mechanism of liver disease, antioxidant therapies have
proven to be effective to achieve some positive effects. Natural products
have been prominent in alternative treatments for some diseases.

It is known that cassava leaves exhibit several compounds that
have diverse activities, such as phenolic compounds, which present
antioxidant activity [3, 4]. Among the various classes of naturally
occurring antioxidants, phenolic compounds have received much
attention in recent years, especially by inhibiting in vitro lipid

peroxidation [5, 6].
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Melo et al. [4] reported that diets containing 10 and 15 % cassava
leaf flour (CLF) were associated with a reduction in plasmatic levels of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in rats, confirming the in
vivo antioxidant activity of CLF.

Therefore, the present study was performed to investigate the
antioxidant and hepatoprotective activity of the CLF extract against liver
injury induced by CCly in Fischer rats.

2. Material and Methods
Sample Collection and Preparation

Mature cassava leaves (Manihot esculenta Crantz, Pdo da China
cultivar) free from pests and diseases were collected at 12 months of age,
transported to the laboratory, washed in tap and distilled water, and then
placed in air-circulating ovens for drying during 48 hours at temperatures
between 30 and 35 °C. After drying, the leaves had their petioles removed
and were milled to obtain the flour.

Extract preparation

For the extract preparation, the CLF was kept under maceration in

50% ethanol at a 1:40 ratio (w/v) for 30 minutes, and then centrifuged at

2,500 x g for 15 minutes. The supernatant was collected and the
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precipitate was again subjected to the extraction process with 70%
acetone, as described above. The two supernatants were collected,
rotoevaporaded for removal of solvents and lyophilized to give the
extract.

Animals and experimental conditions

The biological assay was developed in accordance with the ethical
principles in animal experimentation, and the project was approved by the
Ethics Committee on Animal Use of Universidade Federal de Lavras/
MG/ Brazil (UFLA - Protocol 075/11). Thirty Fischer albino female rats
(Rattus norvegicus) were used, in growth phase, with initial body weight
of approximately 115 g.

Throughout the experiment the animals were kept in polyethylene
boxes (49 cm x 34 cm x 16 cm) with wood shavings bedding, with at
most six animals per box, in a room with a temperature of 25 °C + 3 °C,
light/dark cycle of 12 hours and with access to feed and water ad libitum.
Daily cleaning, feeding and gavage were performed by the same person.
For the induction of hepatic injury, amounts of 1.5 mL kg™ carbon

tetrachloride (CCl,), solubilized in olive oil in a 1:1 ratio, were
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administered to the animals intraperitoneally on the third, fifth and
seventh days of the last week of the 21 days treatment.

The animals were divided into 5 groups of 6 animals each: group
1- Negative control (water), group 2- Positive control (water and CCly),
group 3- 50 mg CLF extract kg™ and CCly, group 4- 150 mg CLF extract
kg™ and CCl4 and group 5- 450 mg CLF extract kg™ and CCl..

The CLF extract or water were administered to animals at the
concentrations mentioned above, by gavage, once daily, for 21 days. On
the 22nd day, all animals were anaesthetized with thiopental sodium,
intraperitoneally, at a dose of 40 mg kg™, for the removal of blood by
cardiac puncture and of the liver by median laparotomy. The blood was
centrifuged at 2,370 x g for 15 minutes to separate the serum, which was
used to determine concentrations of albumin and total proteins, activity of
AST, ALT and GGT. The liver was washed with saline solution and
stored at -20°C for ether extract, antioxidant activity and histopathological
analyses.

Laboratory testing of blood
Albumin was determined by a colorimetric method using a

commercial kit (Labtest), and the concentration of total serum protein was
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determined by the Bradford method [7], using bovine serum albumin
(BSA) as a standard. The activities of AST, ALT and GGT were
measured by the kinetic colorimetric method using commercial kits
(Labtest).
Antioxidant Activity

The lipid peroxidation was determined by the formation of
(TBARS), according to Winterbourn et al. [8].
Analysis of liver lipids

The amount of ether extract (total lipids) was determined using the
methodologies proposed by AOAC [9]. Livers were dried at 65°C to
constant weight, finely ground and defatted with ethyl ether on cellulose
cartridges in a Soxhlet-type extractor for 6 hours.
Hepatic Histological Analyses

For histopathological analyses, a liver fragment from each animal
was fixed in 10 % formalin for the first 24 hours for conservation until the
inclusion procedure. Subsequently, the fragments were processed for
inclusion in paraffin blocks, then underwent microtomy, vyielding
approximately 4 pum sections, which were stained with hematoxylin-eosin

(HE method) and mounted on glass slides. The samples were examined
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under a light microscope and identified for the presence of hepatic
steatosis, considering mild (+), moderate (+ +) or severe (+ + +).
Statistical Analysis

The experimental design was completely randomized with five
treatments and six replications, each animal representing an experimental
unit. Data were subjected to analysis of variance and, when significant,
the Scott-Knott test at 5 % probability was applied for comparison of
means using Sisvar [10], a program for statistical analysis and design of
experiments.
Phenolic Compounds

Chromatographic analyses were performed using an Agilent
HPLC equipment model 1100, equipped with a binary pump, an auto
injector and a detector with diode array at a wavelength of 280 nm. The
CLF extract and the standards were separated on an Ascentis C18 column
(25 cm x 4.6 mm, 5 mm), attached to an Ascentis C18 pre-column (2 cm
X 4.0 mm, 5 um). The mobile phase was composed of the following
solutions: 2 % acetic acid (A) and methanol:water:acetic acid (70:28:2
viviv) (B). Analyses were performed in a total time of 50 min at 15 °C, in

a gradient-type system: 100 % solvent A from 0.01 to 5 min, 70 %
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solvent A from 5 to 25 min, 60 % solvent A from 25 to 43 min, 55%
solvent A from 43 to 50 min. Solvent A was increased to 100%, seeking
to maintain a balanced column. The flux used in all tests was 1 mL min™
and the injection volume was 20 uL.

The phenolic standards used were: gallic acid, gallocatechin, 3,4-
dihydroxybenzene, catechin, chlorogenic acid, epigallocatechin, vanillic
acid, epicatechin, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, m-coumaric
acid, o-coumaric acid, resveratrol, ellagic acid, salicylic acid, all Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). The stock standard solutions were
prepared in dimethyl sulfoxide and/or methanol (Merck) in a
concentration range of 0,1 to 177.15 mg L™. Acetic acid and methanol
(Merck, Darmstadt, Germany) were used to prepare the mobile phase and
ultrapure water was obtained by the Milli-Q system (Millipore, Billerica,
MA, USA).

The phenolic compounds in the CLF extract were identified by
comparison with retention times of standards. Quantification was
performed by the construction of analytical curves, in which each point

represents the mean of three replicates.
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3. Results and Discussion

Antioxidant Activity

It was possible to notice that all tested doses of the CLF extract
reduced the formation of malonic dialdehyde (MDA), and antioxidant
action was observed for the compounds present in the extract, no although
there was no statistical difference between the three doses (Table 1).
These results are in agreement with those reported by Melo et al. [4], who
treated rats with diets containing 5%, 10% and 15% CLF for 7 weeks; in
all diets, isocaloric diets contained 1 % cholesterol, and the authors
observed that the diets formulated with 10% and 15% CLF were
associated with the decrease in plasma levels of TBARS, corroborating

the results of the present study.
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Table 1 Content of thiobarbituric acid reactive substances (nmol MDA
mg™ protein) and activity of enzymes ALT, AST and GGT (U L™) in
control groups and in the ones treated with cassava leaf flour (CLF)

extract in different doses

Treat* TBARS ALT AST GGT

1 016 +0.08c 41.71+273c 11535+17.21c 2.76%x0.27c
2 0.36+0.10a 23593+3.97a 357.22+19.77a 13.70+0.73a
3 0.25+0.06b 127.37+2.83b 23891+2098b 7.64+051b
4 0.21+0.07b 13215+2.75b 241.35+21.13b 6.05+0.65b
5 0.23+0.09b 13559+298b 233.77+19.85b 7.22+049D

* Treatments: 1- Negative control (water), 2- Positive control (water and
CCly,), 3- 50 mg CLF extract kg™ and CCly, 4- 150 mg CLF extract kg™
and CCl, and 5- 450 mg CLF extract kg™ and CCl,. Values represent the
average of 6 replicates + standard deviation. *Means followed by the same

letter in columns not differ by the Scott-Knott test at p<0.05.

Biochemical Parameters
The group treated with water (negative control) showed a
significantly smaller activity of AST, ALT and GGT than the group

treated with CCl, (positive control), indicating that the administration of
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this compound caused a significant raise in the levels of these enzymes
(Table 1). In all groups treated with the CLF extract, there was a decrease
in serum levels of AST, ALT and GGT compared to the group treated
with CCl,. However, the recorded contents did not equal the negative
control.

The results for AST and ALT differed from those reported by
Melo et al. [11], who observed an increase in the ALT activity, and AST
showed no significant difference when compared to the control; in this
study, the authors treated rats for 7 weeks with diets plus 5%, 10% and
15% CLF; in all cases, isocaloric diets contained 1% cholesterol.
However, Huo et al. [12] studied the antioxidant and hepatoprotective
effects of licorice aqueous extract against the oxidative damage induced
by CCls (3 mL kg?) in rats and the results showed that all tested
concentrations (100, 150 and 300 mg kg™) effectively protected the liver
of animals, and the protective effect of the extract was evidenced by a
decrease in the levels of AST and ALT.

Frazini et al. [13] and Teixeira et al. [14] reported that ALT is
found primarily in the liver, and considered a more sensitive indicator

than AST, since it exists in all body tissues, especially the heart, liver,
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skeletal muscle, kidneys, brain, pancreas, leukocytes, erythrocytes. GGT
is a glycoprotein enzyme regularly attached to the cell membrane and
participates in the transport of amino acids and peptides to cells and tissue
glutathione levels. It is found predominantly in the liver, kidneys and
plasma. Thus, it is clearly important to simultaneously employ tests with
different marker enzymes of liver function, because the results obtained
are complementary.

The negative control showed a higher albumin level than the
positive control, indicating that CCl, decreased albumin levels in the
serum of animals (Table 2).

Table 2 Serum albumin and total protein levels (g dL™) and total lipids in
the liver (g 100 g™ dry matter) in control groups and in the ones treated

with cassava leaf flour (CLF) extract in different doses

Treatments* Albumin Total proteins Total lipids

1 6.31+0.87 a 7.73+x1.09a 30.67+147c
2 430+0.98c 4.87+0.73 ¢ 4746+ 121a
3 533+1.05hb 6.45+1.13b 4429+ 1.13b
4 546+1.11b 6.39+£1.19b 4396 +150b
5 5.37£1.02b 6.43+£1.17b 39.48+1.39b
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* 1- Negative control (water), 2- Positive control (water and CCly), 3- 50
mg CLF extract kg™ and CCly, 4- 150 mg CLF extract kg™ and CCl, and
5- 450 mg CLF extract kg™ and CCl,. Values represent the average of 6
replicates + standard deviation. Means followed by the same letter in
columns not differ by the Scott-Knott test at p<0.05.

The decrease in albumin production appears to be related to
hepatic fat accumulation because, according to Nicoluzzi et al. [15], this
build-up causes a reduction in the synthesis ability of the liver and the
consequent reduction in albumin concentration. Groups that received
treatment with different CLF extract doses had significantly higher levels
than the positive control group and lower than the negative group, but no
significant difference between the doses was observed. These results
demonstrate that the CLF extract confered protection to the liver of
animals in all tested doses.

Albumin is the most abundant protein in blood plasma,
constituting about 50 to 65%. It is synthesized in the liver and the most
important factor for its blood concentration is the liver ability to
synthesize it [15]. Albumin synthesis is affected in a number of disorders,

especially those of the liver. The plasma of patients with liver diseases
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often presents a decrease in the albumin:globulin ratio. Hypoalbuminemia
is promoted by a decrease or defect in the synthesis, due to hepatocellular
damage, among others [16].

The total protein test assesses plasma concentration of protein
(albumin + globulin). In a model of experimental cirrhosis developed
with CCly, Diaz-Gil et al. [17] observed a decrease in serum albumin and
total protein levels, corroborating data from this study.

The significant difference between the positive and negative
control groups showed that CCl, administration led to a decrease in serum
levels of total protein (Table 2). Treatment with CLF extract, in all doses,
caused an increase in serum protein concentration, but they did not reach
the baseline levels recorded for the negative control. Total proteins are
reduced in the case of liver injury, due to the increase in capillary
permeability and decrease in the liver ability to synthesize mainly
albumin [18].

Hepatic Fat

Hepatic steatosis is caused by fat accumulation in the liver, and

this condition may be caused by the presence of toxic substances, such as

CCl,. The total lipid content of the group treated with water (negative
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control) was significantly lower than the group treated with CCl,,
indicating that this xenobiotic increases the rate of hepatic lipids (Table
2). When compared with the positive control, groups pre-treated with
CLF extract, in combination with CCl,, showed lower lipid levels.
Among the different CLF extract doses, there was no significant
difference. Fat accumulation in the liver was minimized by the CLF
extract independently of dose, but the recorded contents did not equal the
negative control. The liver can be protected from fat accumulation by
agents capable of combating oxidative stress, therefore, the reduction in
hepatic fat may have been caused by the phenolic compounds present in
CLF extract.
Phenolic Compounds

In the chromatographic profile of CLF extract, the following
phenolic compounds were identified: gallic acid (33.00 mg 100 g* +
0.42), gallocatechin (9.10 mg 100 g™ + 2.37), catechin (155.96 mg 100 g™
+ 14.07) and chlorogenic acid (104.80 mg 100 g™* + 3.32); catechin
presented the highest content, followed by chlorogenic acid. To date are

no published data on the characterization of phenolic in CLF.
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However, there are numerous reports associating the presence of
phenolic compounds with antioxidant activity. Sotelo-Félix et al. [19]
studied the effect of rosemary extract orally administered in rats in a
concentration of 200 mg kg* for five days, and observed a
hepatoprotective effect against severe injury induced by CCl,. Rosemary
played a role as an antioxidant, eliminating trichloromethylperoxyl
radicals formed by hepatic metabolization of the chemical aggressor.
According to Silva et al. [20], the antioxidant activity of rosemary
extracts depends on their phenolic composition.

Balasubashini et al. [21] observed that the administration of a
ferulic acid supplementation to diabetic rats for 45 days resulted in a
decrease in TBARS; results were more pronounced when ferulic acid
alone was employed.

Hypercholesterolemic rats fed on diets containing 0.3% of
strawberry phenolic compounds showed a decrease in lipid peroxidation
[22]. A decrease in TBARS and in transaminases (AST and ALT) was
also reported in diabetic rats. In this study it was demonstrated that olive
phenolic compounds are effective in inhibiting oxidative stress [23];

besides, the hepatoprotective effect of Acacia confusa bark and gallic
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acid, its active constituent, was tested against CCl, induced hepatotoxicity
and it was found that the treatment was effective against damage induced
by CCl,, which was evidenced by the significant decrease in AST, ALT
and inhibition of lipid peroxidation. These data corroborate the results
found in this study, and allow to infer that the phenolic compounds
present in the CLF extract are responsible for their action.

Histological Examination

Fat accumulation is more frequently observed in the liver, since
this is the main organ involved in lipid metabolism. Lipid content in
hepatocytes is regulated by the activities of cellular enzymes that catalyze
lipid uptake, synthesis, oxidation and externalization from the cell. When
the fat amount that enters into hepatocytes exceeds the capacity for their
oxidation or externalization, hepatic steatosis settles [24].

The histopathological study revealed hepatic steatosis with
hepatocyte vacuolization or degeneration (Figure 1). With the exception
of the negative control group, all groups had this injury; however, the
intensity was considered severe in the positive control, and mild or

moderate in the other groups.



Fig. 1 Cytoplasmic vacuolization of animal hepatocytes for five

treatments (-) absent, (+) mild, (++) moderate and (+++) severe. A = rats
received water; B = rats received water and CCl,; C = 50 mg cassava leaf
flour (CLF) extract kg™ and CCl,; D = 150 mg CLF extract kg™ and CCl,

and E = 450 mg CLF extract kg™ and CCl,.

4. Conclusions
The administration of the extract ethanol/acetone of CLF in
concentrations of 50, 150 and 450 mg kg™ decreases the activity of
marker enzymes of liver damage, such as AST, ALT and GGT and lipid
peroxidation, and increases the levels of albumin and total proteins,

demonstrating the hepatoprotective action of this extract, which contains
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the following phenolic compounds: gallic acid, gallocatechin, catechin
and chlorogenic acid.
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Resumo
Objetivou-se neste trabalho caracterizar os compostos fenolicos e avaliar
o efeito, em condicbes de laboratério, do extrato metanolico do pé de
folhas de mandioca sobre o desenvolvimento da lagarta-do-cartucho
Spodoptera frugiperda e da salva-limdo Atta sexdens rubropilosa. O
referido extrato, nas concentragdes de 250, 500, 1000 e 1500 mg kg™, foi
incorporado na dieta artificial, a qual foi exposta a lagarta para avaliar
caracteristicas bioldgicas. Logo apds a emergéncia dos insetos, outro
experimento foi realizado para verificar a possivel atividade subletal do
extrato, para isso casais de S. frugiperda foram isolados em gaiolas e as
posturas foram recolhidas para a quantificacdo. O extrato de Manihot
esculenta Crantz provocou reducdo na porcentagem de sobrevivéncia das
lagartas, bem como no nimero de ovos. A seguir, 0 mesmo extrato foi
solubilizado em etanol 10% e aplicado em formigas. Observou-se a
mortalidade em comparacdo com a testemunha. Conclui-se que o extrato
metanolico do po de folhas de M. esculenta Crantz, contendo &cido galico
e catequina, apresenta-se como uma alternativa promissora ao controle de
S. frugiperda e de A. sexdens rubropilosa.
Palavras-Chave: extrato vegetal, planta inseticida, compostos fenolicos,

Spodoptera frugiperda, Atta sexdens

Abstract
The objective of this study was to characterize phenolic
compounds and evaluate the effect, under laboratory conditions, of the
cassava leaf powder methanol extract on the development of fall
armyworm Spodoptera frugiperda and of leaf-cutting ant Atta sexdens



86

rubropilosa. The extract was incorporated into an artificial diet, to which
the armyworm was exposed, at concentrations of 250, 500, 1,000 and
1,500 mg kg, in order to evaluate biological characteristics. Soon after
the insects emergence, another experiment was conducted to verify the
possible sub lethal activity of the extract; therefore, S. frugiperda couples
were isolated in cages and eggs were collected and counted. The Manihot
esculenta Crantz extract caused a reduction in the percentage of
armyworm survival, as well as in the eggs number. Then, the same extract
was solubilized in 10% ethanol and applied to ants; mortality was
observed, compared to the control. It is possible to conclude that the M.
esculenta Crantz leaf powder methanolic extract, containing gallic acid
and catechin, is a promising alternative to control S. frugiperda and Atta
sexdens rubropilosa.

Key Words: plant extract, plant insecticide, phenolic compounds,

Spodoptera frugiperda, Atta sexdens

1. Introducéo

Entre os inumeros insetos pragas de culturas de importancia
econbmica, destacam-se a lagarta militar ou lagarta-do-cartucho do milho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e a salva
Atta sexdens rubropilosa (Forel) (Hymenoptera: Formicidae). Ambas as
pragas sdo polifagas e causam danos através da desfolha. A espécie S.
frugiperda pode atacar culturas como milho, algodao, arroz, entre outras,
provocando severos prejuizos devido a grande capacidade de
desfolhamento que causa a parte aérea das plantas, ocasionando perdas
que variam de 15 a 37%, dependendo da cultura (BUSATO et al., 2005).
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As formigas causam perdas, como a morte de mudas, a reducdo do
crescimento de arvores e provocam a diminuicdo da resisténcia da planta
a outros insetos e agentes patogénicos. Estudos sobre os danos causados
por formigas em florestas, mostraram que esses insetos séo considerados
pragas-severas podendo provocar perdas que podem chegar a 100%
(ZANETTI et al., 2003).

O controle dessas pragas vem sendo feito por meio da aplicacao
de inseticidas sintéticos, como piretroides e organofosforados (REDOAN
et al., 2012; ZANETTI et al., 2008). Desta forma, sdo indmeros 0s
esforcos na descoberta de novos produtos em alternativa aos pesticidas
existentes e com isso a busca por principios ativos de plantas contra
insetos-praga tem se intensificado, ja que, muitas vezes, o método de
controle quimico pode se mostrar ineficiente, além de causar uma série de
prejuizos ao ambiente e a0 homem (AL-MAZRA’AWI, ATEYYAT,
2009; GEORGES et al., 2008; RAHUMAN et al., 2009).

Nesse contexto, sabe-se que folhas de mandioca, Manihot
esculenta Crantz, contém metabdlitos secundarios tais como compostos
fenolicos, lectinas e inibidores de tripsina (MELO et al., 2007). Entre as
classes de metabolitos secundarios de plantas com reconhecida atividade
inseticida merecem destaque os compostos fendlicos, tais como lignina,
flavonoides e taninos, conhecidos por conferirem protecdo a planta contra
a herbivoria (FRIEDMAN, 1997; MONTEIRO et al., 2005).

Assim, Cintra et al. (2002) constataram que insetos das ordens
Lepidoptera, Orthoptera e Hymenoptera foram sensiveis a ingestdo de
compostos fenolicos em dietas artificiais. Neste contexto, Barbehenn et
al. (2001) também verificaram que Orygia leucostogma Smith
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(Lepidoptera: Lymantiidae) e Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae) tiveram maior deformidade de pupas e mortalidade de lagartas
ao se alimentarem de fenois originados do extrato de plantas da familia
Asteraceae, devido a oxidacdo de tecidos no intestino médio.

N&o foram encontrados relatos de caracterizagdo de compostos
fenolicos nas folhas de mandioca, sendo que os estudos existentes relatam
apenas 0 seu teor. Desta forma, os objetivos neste trabalho foram
caracterizar esses compostos e avaliar o efeito do extrato metandlico do
p6 de folhas de mandioca sobre o desenvolvimento da lagarta-do-

cartucho S. frugiperda e da satva-liméo A. sexdens rubropilosa.

2. Material e métodos

Obtencéo dos insetos

As lagartas de S. frugiperda utilizadas nos experimentos foram
provenientes de criacdo de laboratério do Departamento de Entomologia
da UFLA, em que as lagartas foram alimentadas com dieta artificial
segundo Greene, Leppla e Dickerson (1976), e os adultos receberam
como alimento solucdo aquosa de mel a 10%. Para a montagem dos
experimentos, foram utilizadas lagartas provenientes de segunda postura.

Para a execucdo do bioensaio com Atta sexdens rubropilosa,
formigas foram coletadas em ninhos existentes no Campus da UFLA e

levadas ao laboratério do Departamento de Entomologia.

Coleta das folhas e preparo dos extratos
Folhas maduras de mandioca (cultivar Pd&o da China), livres de
pragas e doencas, obtidas junto ao Departamento de Agricultura, foram
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coletadas no periodo da manh&, no més de abril, aos 12 meses de idade da
planta e transportadas ao laboratério de Bioguimica da UFLA. As folhas
foram lavadas em agua destilada e, em seguida colocadas em estufas com
circulacdo de ar para secagem por 48 h, a temperatura entre 30 e 35°C.
Apos secagem, as folhas tiveram seus peciolos retirados e, em seguida,
foram moidas para a obtencdo de um pé com granulometria de 35 mesh.
O teor de umidade foi determinado segundo AOAC (2005) nas folhas de
mandioca e no pé obtido em triplicata.

Para o preparo dos extratos, o p6 foi macerado em metanol
durante 48 h, na proporcdo de 10:15 (p v') e filtrado utilizando-se
algoddo hidréfilo. Ao residuo foi adicionado mais metanol, sendo esse
procedimento repetido sete vezes para garantir um bom rendimento da
extracdo. As fases liquidas foram combinadas e concentradas em
evaporador rotatério até a completa eliminacdo do solvente e, em seguida,

foram liofilizadas, dando origem ao extrato metandlico (EM).

Determinacao de fenélicos no EM

A dosagem de compostos fendlicos no EM foi determinada em
triplicata, segundo metodologia da (AOAC, 2005), utilizando como
padrdo o acido tanico.

Caracterizacdo dos compostos fendélicos

As analises cromatograficas foram realizadas empregando o
equipamento HPLC Agilent modelo 1100, equipado com uma bomba
binaria, injetor automético e detector com arranjo de diodos, no

comprimento de onda 280 nm. O EM e os padrdes foram separados em
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uma coluna ascentis C18 25 cm x 4,6 mm, 5 pum, conectada a uma pré-
coluna ascentis C18 2 cm x 4,0 mm, 5 um. A fase mdvel foi composta
pelas solucdes: acido acético 2% (A) e metanol:agua:acido acético
70:28:2 (v v v1™) (B). As andlises foram realizadas com tempo total de 50
minutos, a uma temperatura de 15°C, em um sistema do tipo gradiente:
100% do solvente A de 0,01 a 5 minutos, 70% do solvente A de 5 a 25
minutos, 60% do solvente A de 25 a 43 minutos, 55% do solvente A de
43 a 50 minutos. O solvente A foi aumentado para 100% buscando
manter o equilibrio da coluna. O fluxo utilizado em todas as anélises foi
de 1 mL min™ e o volume de injecéo foi de 20 pL.

Os padroes fenodlicos utilizados foram: é&cido gélico,
galocatequina, 3,4-dihidroxidobenzeno, catequina, &cido clorogénico,
epigalocatequina, acido vanilico, epicatequina, acido siringico, acido p-
cumarico, 4&cido feralico, é&cido m-cumérico, é&cido o-cumarico,
resveratrol, acido elagico, acido salicilico todos da marca Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). As solucdes estoque dos padrdes foram
preparadas em dimetil sufoxido e/ou metanol (Merck) em um intervalo de
concentracdo de 0,10 a 177,15 mg L™. O 4cido acético e metanol (Merck,
Darmstadt, Germany) foram usados na preparacdo da fase mdvel e a dgua
ultrapura foi obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA,
EUA).

O EM e os padrdes foram filtrados em uma membrana de nylon de
0,45 um (Millipore®) e diretamente injetados no sistema cromatografico.
Cada solugdo foi injetada trés vezes no sistema HPLC, com a finalidade
de se obter a média das concentracOes e dos tempos de retencdo. Os

compostos fenolicos no EM foram identificados por comparagdo com 0s
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tempos de retencdo dos padrdes. A quantificagdo foi realizada por meio
da construcdo de curvas analiticas, no qual cada ponto representou a

média de trés repeticdes.

Ensaio com lagartas de S. frugiperda

O EM foi previamente solubilizado em agua e incorporado a dieta
artificial desenvolvida por Greene, Leppla e Dickerson (1976), nas
concentracdes de 250, 500, 1000 e 1500 mg kg™*. A incorporacdo do
extrato foi realizada ao final do preparo da dieta, quando esta atingiu
temperatura proxima a 55°C, a fim de se evitar a degradacdo de
compostos presentes no extrato. Os pedacos de dieta (1,5 cm de didmetro
x 1,5 cm de altura) foram transferidos para recipientes plasticos de 50
mL, onde foi inoculada uma lagarta de aproximadamente segundo instar.
Na testemunha, 0s insetos receberam dieta acrescida de agua. Para cada
tratamento foram utilizados 72 insetos, cada um considerado uma
repeticdo, sendo o experimento conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e setenta e duas repeticdes. Cada
parcela foi constituida por setenta e duas lagartas, mantidas de forma
isolada. Os parametros avaliados foram: duracdo das fases larval e pupal,
peso das pupas (apdés 24 horas de pupacgdo), percentagem de
sobrevivéncia dos insetos nas fases larval e pupal.

Logo apos a emergéncia dos adultos, casais de S. frugiperda foram
isolados em gaiolas. Os insetos receberam como alimento solugéo aquosa
de mel a 10%. Nesse caso o experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento, sendo cada

repeticdo constituida por um casal. Os experimentos foram realizados em
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sala climatizada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de
12 horas. A longevidade dos adultos foi determinada por meio de
observacOes diarias. As posturas foram recolhidas diariamente para
quantificacdo. Foram determinados os periodos de pré-oviposicao,
oviposicao, longevidade dos adultos e nimero de ovos.

Ensaio com formigas cortadeiras

Para a execucdo do bioensaio com Atta sexdens rubropilosa,
formigas, de diferentes castas, foram coletadas em ninhos existentes no
Campus da UFLA e levadas ao laboratério do Departamento de
Entomologia. Para a montagem dos testes, 0 EM foi solubilizado em
etanol 10% e 1uL foi aplicado no protérax das formigas com o auxilio de
microseringa, em quatro concentragdes, sendo: 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mg mL"
! Como testemunhas negativas utilizaram-se 4gua e etanol 10%. Para a
aplicacdo dos extratos, as formigas foram imobilizadas com uso de CO,
por aproximadamente trés segundos.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado,
sendo que cada parcela experimental foi representada por uma placa de
Petri de 10 cm de didmetro contendo 10 formigas e 10 cm® de dieta
artificial solida confeccionada conforme metodologia de Bueno (1997). O

experimento foi realizado em camara climatizada a 25 + 2°C, umidade

relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 h. Avaliou-se o nimero de insetos
mortos por um periodo de nove dias apés as formigas receberem a

aplicacdo dos extratos.
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Andlises estatisticas

Os parametros referentes a peso de pupa, sobrevivéncia na fase
pupal, duracdo do periodo larval e pupal, pré-oviposicdo, oviposicao,
longevidade dos adultos e numero de ovos, foram submetidos a “one
way” ANOVA e quando significativas as médias dos tratamentos foram
submetidas a analise de regressdo (p<0,05) em funcdo da concentracdo do
extrato (Statistical Analysis System program, 2008).

Os dados associados a sobrevivéncia das lagartas durante a fase
larval e as formigas durante o periodo experimental foram submetidos a
analise de sobrevivéncia, aplicando-se 0 modelo de Weibull, por meio do
pacote Survival do software R® (R Development Core Team, 2009). Ap6s
a selecdo do modelo matematico mais adequado por meio da andlise de
residuos, realizou-se a analise de contraste para verificar a semelhanca
entre os tratamentos empregados e a formacdo de grupos congéneres.
Também foram calculados os tempos letais 50 (TL50), tempo necessario

para matar 50% dos insetos em teste, para cada grupo formado.

3. Resultados e discusséo

Compostos fendlicos

Os teores de umidade das folhas frescas e do pé das folhas de
mandioca foram, em g 100 g*, de 70,46 + 0,07 e 16,12 + 0,24,
respectivamente. O rendimento do EM do p6 de folhas de mandioca foi
cerca de 9,7%, o que estd de acordo com os resultados de Ayres et al.
(2008) para o preparo de extratos a partir de outras espécies vegetais. O
EM apresentou teor de compostos fenélicos de 1,58 + 0,27 g 100 g™* de
matéria seca (MS), sendo que este valor esta abaixo da faixa de variacéo
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472 + 064 a 637 + 411 g 100 g* para diferentes cultivares e
processamentos (CORREA et al., 2004; MELO et al., 2007).

No perfil cromatografico do EM identificou-se 0s seguintes
compostos fendlicos: 4cido galico (35,00 + 1,37 mg 100 g™) e catequina
(191,00 + 1,13 mg 100 g™). A respeito do modo de acdo de compostos
fenolicos sobre insetos, alguns autores relataram a formacdo de lesdes
degenerativas no intestino (ARTEEL; LINDROTH, 1992). Entretanto,
mais recentemente, foi demonstrado que, para Malacosoma disstria
Hlbner (Lepidoptera: Lasiocampidae), a ingestdo de compostos fenolicos
ndo apenas produz um estresse oxidativo no conteddo do lumen do
intestino médio, como também pode levar a um aumento do estresse
oxidativo nos tecidos do intestino, o que provocaria a formacao de lesdes
no mesmo (BARBEHENN et al., 2008).

Ensaio com lagartas de S. frugiperda

Lagartas alimentadas com dieta artificial contendo o0 EM nas
concentracBes de 250, 500, 1000 e 1500 mg kg™ apresentaram
prolongamento da fase larval em comparagdo com a testemunha (Figura
1A).

Figura 1. Efeito do extrato metanolico (EM) do p6 de folhas de
mandioca, em diferentes concentragdes, sobre duracgéo da fase larval (A),

duracdo da fase pupal (B) e numero de ovos (C).
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Referente a fase de pupa, somente os tratamentos contendo 1000 e
1500 mg kg™ do referido extrato alongaram esta fase em comparacéo ao
controle (Figura 1B). O prolongamento da fase jovem de insetos causado
pela ingestdo de produtos de origem natural j& foi relatado na literatura.
Nomura e Itioca (2002) observaram o aumento na duracdo das fases
larval e pupal, a partir da aplicacdo de taninos sintéticos em dietas
artificiais de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), e
constataram ainda que a reducdo de crescimento das larvas foi
proporcional a concentracdo de substancia ingerida. Tirelli et al. (2010)
também observaram o prolongamento das fases larval e pupal de S.
frugiperda quando estudaram a fracao tanica de diversas cascas de arvore.
De forma analoga, Santiago et al. (2008) verificaram que o extrato de
Ricinus comunis L. (Euforbiaceae) provocou alongamento na fase larval
de S. frugiperda. O prolongamento do periodo larval dessa praga, em
consequéncia do tratamento com extratos de Trichilia pallida, também foi
observado por Thomazine; Vendramin; Lopes, 2000; Roel, (2001). Pode-
se dizer que a interferéncia do extrato empregado foi menor na duracgdo da
fase pupal quando comparada com a fase larval. De forma analoga
Rodriguez (1996) também observou que o estagio pupal de S. frugiperda
foi menos afetado pelos extratos de diversas plantas quando incorporados
em dieta artificial, em comparacdo com o estagio larval.

O alongamento das fases larval e pupal observado possivelmente
ocorreu devido a presenca de substancias fendlicas, tdxicas ao inseto,
como por exemplo o acido géalico, o qual foi identificado no extrato
empregado nesse experimento. Segundo os estudos de Urrea-Bulla et al.
(2004) esse tanino age como fagodeterrente contra larvas de S.
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frugiperda. Uma maior duracdo da fase larval, em campo, é uma
vantagem j& que aumenta a exposi¢do aos fatores de mortalidade natural
tais como predadores e parasitoides.

Foi constatado que todas as concentragdes testadas reduziram a
sobrevivéncia dos insetos durante a fase larval, em comparagdo com a
testemunha. O EM foi capaz de provocar mortalidade acima de 40% ap06s

o término do periodo de avaliacdo, com TL50 de 30,02 dias (Figura 2).

Figura 2. Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda, ao longo
do tempo, alimentadas com dieta artificial contendo extrato metanolico
(EM) de pé de folhas de mandioca em diferentes concentracdes, sendo y =
exp((W(-o)*(xa), em que y = sobrevivéncia; p = tempo letal 50; a =
1,003917 e x =tempo (dias).
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De forma semelhante ao constatado nesse trabalho, o aumento na
duracdo das fases larval e pupal e acréscimo de mortalidade na fase larval
também foram relatados por Tandon, Mittal e Pant (2008), quando
aplicaram Oleos essenciais de Vitex trifolia e V. agnus-castus L.
(Verbenaceae) em lagartas de Spilosoma obliqua Walker (Lepidoptera:
Arctiidae). Entretanto, para ambos os tratamentos, ndao foram observadas
relacBes entre as doses utilizadas e a mortalidade acumulada, ja que todos
os tratamentos foram agrupados em um Unico grupo na distribuicdo de
Weibull. Em estudo utilizando 6leo essencial de Pilocarpus spicatus
Saint-Hilaire (Rutaceae) para o controle de ninfas de quinto instar de
Rhodnius prolixus Stal (Hemiptera: Reduviidae), de maneira semelhante
ao constatado no presente trabalho, os autores ndo puderam propor uma
relacdo entre a dose aplicada e seu efeito na mortalidade (MELLO et al.,
2007).

No que diz respeito ao peso de pupas e a sobrevivéncia na fase
pupal, pode-se dizer que o extrato ndo afetou esses parametros, ja que ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a testemunha (Tabela
1).
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Tabela 1. Efeito do extrato metandlico (EM) do pé de folhas de
mandioca, em diferentes concentracfes, sobre o desenvolvimento de

Spodoptera frugiperda.

Tratamento Peso de pupas "™ Sobrevivéncia na fase pupal ™
(mg kg™) (mg) (%)

EM 250 260,0 £ 1,75 97,2+7,30

EM 500 260,0£ 2,70 96,3 +5,43

EM 1000 270,0£ 3,10 93,9+1,78

EM 1500 270,0 £5,30 91,7 2,77

"Médias n3o significativas pelo teste One-way anova a 5% de
probabilidade.

Torrecillas e Vendramim (2001) observaram que as alteracdes no
desenvolvimento de S. frugiperda ocorreram apenas na fase larval; isto
pode ser explicado pelo fato de ser essa fase na qual o inseto se alimenta,
0 que O torna mais exposto aos possiveis aleloquimicos presentes no
extrato da planta inseticida.

A duracdo dos periodos de pré-oviposi¢do, oviposicdo e a
longevidade dos adultos (tanto machos quanto fémeas) ndo foram

afetadas por nenhuma das concentracdes do EM testadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito do extrato metanolico (EM) do p6 de folhas de mandioca
em diferentes concentracGes, sobre os periodos de pré-oviposicdo e

oviposicdo, longevidade dos adultos e nimero de ovos de Spodoptera

frugiperda.
Periodo de
] Periodo de )
Tratamento pré- o Longevidades™
L oViposicéo
oviposicdo™
(mg kg™) (dias) (dias) (dias)
Fémeas Machos
EM 250 4,50 £ 0,28 5,70 £ 0,67 11,20+£0,69 11,80+ 2,28
EM 500 3,90+ 0,42 6,50 £ 0,61 11,30 £0,70 13,70£1,15
EM 1000 4,30+ 0,19 5,70+0,88 11,80+0,85 11,20+1,09
EM 1500 4,30+£0,19 5,50+ 1,07 8,00+£0,73 13,30+2,14
Agua 3,50+ 0,34 8,10+ 1,19 11,20+ 1,27 12,60 +0,82
F 0,7341 0,7573 1,6747 1,3700
P< 0,5713 0,5310 0,1791 0,2753

"Meédias ndo significativas pelo teste One-way anova a 5% de

probabilidade.

Em relagéo ao namero de ovos, constatou-se gue os tratamentos

com as concentrages mais elevadas, com 1.000 e 1.500 mg kg™,

apresentaram valores inferiores de numero de ovos, diferindo
estatisticamente da testemunha. Verificou-se assim, uma redugdo na
oviposicdo (Figura 1C), quando as larvas de Spodoptera frugiperda

ingeriram o EM adicionado a dieta artificial. Para Costa, Silva e Fiuza
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(2004), a reducdo do numero de ovos e a inibicdo da oviposicdo sdo
importantes efeitos dos extratos vegetais sobre a reproducdo dos insetos,
sendo que a ocorréncia de esterilidade esta geralmente associada a
distarbios alimentares e deficiéncia nutricional.

Levando-se em considera¢do que a catequina foi identificada no
EM, acredita-se que esse composto possa ser um dos responsaveis pelo
efeito do extrato sobre S. frugiperda, pois segundo Monteiro et al. (2005)
a catequina apresenta maior toxicidade para o0s insetos que 0s taninos.

Ensaio realizado com formigas

Na Figura 3 é mostrada a analise de sobrevivéncia das formigas
Atta sexdens rubropilosa quando expostas a aplicacdo topica de diferentes

concentracdes do EM.
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Figura 3. Sobrevivéncia de Atta sexdens tratadas topicamente com
diferentes concentracdes de extrato metanodlico (EM) de po6 de folhas de
mandioca em diferentes concentrac@es, sendo y = exp((L)*(-a)* (X a), em
que y = sobrevivéncia; p = tempo letal 50; a = 2,735197 e X = tempo
(dias).

=

Sobrevivéncia (x100)

I
1 2 3 4 5 & 7 s 9

Tempo (dias)

Grupo 1 (EM 0,4 mg mL™": TL50=6,5433 Idias)y=exp ((-(6,54331)M-2,731975197))*(x2,735197))
Grupo 2 (EM 0,2e 0,3 mg m]_-I:_ TL30=7,60597 dias); y=exp ((-(7,60397)%-2,735197))*(x*2,735197))

© Grupo 3 (EM 0,1 mg mL" s TL30=9,17353 dias); y=exp ((-(9,173533)%-2,735197))*(x"2,735197))
--------- - Grupo 4 [E:Lano] 10%: TL 50=14,31273 dias); y=exp ((-(14,31273)M-2,735197))*(x"2,735197))
—————— Grupo 5 (Agua; TL 50=17,22155 dias); y=exp ((-(17,22155)M2,735197))*(x"2,735197))

De acordo com os resultados, pode-se observar que de modo geral,
0 EM apresentou efeito negativo sobre a sobrevivéncia das formigas ao
longo do tempo, verificando-se reducdo no tempo de sobrevivéncia dos
insetos tratados com o extrato proporcional ao aumento da concentracao
do mesmo, com médias de tempo letal (TL50) estimadas em 6,54; 7,60 e

9,17 dias nos grupos 1, 2 e 3, respectivamente. Com relacdo aos
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tratamentos testemunha, constatou-se maior média de TL50 (17,22 dias)
quando houve aplicacdo topica de agua sobre as formigas, sendo seguida
pela média do tratamento que empregou etanol 10% (14,31 dias).

Existem relatos na literatura de que muitas plantas demonstram ser
potencialmente tdxicas a esses insetos. Como exemplo pode-se citar o
trabalho de Hebling et al. (2000), que observaram alteracGes metabolicas
nas formigas retiradas de formigueiros tratados com folhas de gergelim e
Morini et al. (2005), que demonstraram que as ligninas isoladas do 6leo
de gergelim sdo toxicas para formigas. Neste trabalho verificou-se que o

EM mostrou-se eficiente no controle de Atta sexdens rubropilosa.

4. Conclusoes

Conclui-se que o EM das folhas de M. esculenta Crantz foi capaz
de provocar efeito subletal aumentando o tempo necessario para o
desenvolvimento de S frugiperda prolongando as fases larval e pupal,
além de provocar reducdo no nimero de ovos, sendo que a reducdo na
sobrevivéncia da lagarta e de Atta sexdens rubropilosa também foi
observada ao longo do tempo.

Foram identificados no EM é&cido galico e catequina que sdo
toxicos e podem causar efeitos nocivos aos insetos, de modo que a
atividade encontrada pode ser atribuida a presenca desses compostos
fendlicos.
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Tabela 1A Equacéo da regressdo linear, linearidade, R?, Limites de detecgdo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e tempo
de retencéo dos compostos fendlicos.

Compostos fendlicos  Equaco da regresséo linear'  Linearidade R® LD LQ tr (min)
(mg L™ (mgL™)? (mgL™’
Acido galico y=63,444x -80,224 0,34-42,53 0,998 2,7 8,18 7,51
Galocatequina y=-2388,241x +8732,462 1,53-39,47 0,999 0,8 2,3 8,65
Catequina y =13,294x — 76,179 2,90-127,72 0,996 15,11 45,79 13,03
Acido clorogénico Y =4,656x — 53,14 35,43-177,16 0,997 12,58 38,11 15,74
Epigalocatequina Y =22,144x + 2,569 0,46-26,22 0,994 2,68 8,13 17,62
Acido m-cumarico Y =125,83x + 1,662 0,23-0,72 0,994 0,05 0,16 41,97

€1t
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Tabela 2A Resumo da anélise de variancia para os pardmetros TBARS, ALT,
AST, GGT, albumina, proteinas e lipideos totais de ratas fischer
submetidas a diferentes tratamentos®.

Parametro FV GL QM cv

Tratamento 1 0,107* 13,1
TBARS Erro 18 0,016

Tratamento 1 375,071* 7,03
ALT Erro 18 165,735

Tratamento 1 357,781* 8,43
AST Erro 18 157,570

Tratamento 1 7,335* 11,24
GGT Erro 18 0,293

Tratamento 1 0,612* 3,01
Albumina Erro 18 0,011

Tratamento 1 11,830* 11,97
Proteinas Erro 18 0,373

Tratamento 1 0,270* 17,13
Lipideos Erro 18 0,317

% Controle negativo (4gua), Controle positivo (4gua e CCl, 50 mg kg™ FFM e CCl, 150
mg kg" FFM e CCl,e 450 mg kg™ FFM e CCl, durante a fase experimental.

TBARS- Substancias reativas ao acido tiobarbitirico; ALT- alanina amino transferase;
AST- alanina amino transferase; GGT- gama glutamil transferase. CV- coeficiente de
variacdo. *Significativo a 1% de probabilidade pelo teste d F.



