PROSPECCAO QUIMICA DE COMPOSTOS PRODUZIDOS POR Senna alata
COM ATIVIDADE ALELOPATICA'

Chemical Prospecting of Compounds Produced by Senna alata with Allelopathic Activity
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RESUMO - Senna alata € uma espécie daninha frequente em pastagens da regido amazonica.
Suas folhas apresentam propriedades medicinais capazes de influenciar a germinacéo e o
desenvolvimento de outras plantas. Objetivou-se neste estudo a prospeccao quimica e a
avaliacao da atividade alelopatica dos compostos presentes nas folhas de S. alata. O material
vegetal foi seco, triturado e submetido a extracao exaustiva, com solucdo agua:metanol
(3:7). O extrato obtido foi entdo fracionado por coluna cromatografica por via umida. As
fracoes mais puras foram submetidas a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear,
para determinacdo das formulas estruturais das moléculas. Na avaliacao dos efeitos das
substancias quimicas isoladas, utilizaram-se as concentrac¢oes de 50, 100, 150 e 200 ppm,
tendo como eluente solucao hidrometanodlica (3:7 v/v). As fracoes foram adicionadas em
placas de Petri e seus efeitos avaliados sobre a germinacao de sementes e o alongamento
da radicula e hipocotilo de trés espécies daninhas de areas de pastagens: Mimosa pudica,
Senna obtusifolia e a propria S. alata. Os compostos com atividade alelopatica encontrados
em folhas de S. alata pertencem a classe dos flavonoides glicosilados, cujo nticleo aromatico
é um kaempferol, e causaram maior inibicdo sobre o crescimento da radicula e sobre a
germinacao de S. obtusifolia e M. pudica. Ja os efeitos autotoxicos desse composto sdo pouco
significativos para o desenvolvimento da plantula e nulos sobre a germinacao.

Palavras-chave: Leguminosae, aleloquimicos, RMN, tlavonoides glicosilados, kaempferol.

ABSTRACT - Senna alata is a weed species frequently found in pastures of the Amazonian
region and whose leaves have medicinal properties. This study aimed to carry out a chemical
prospecting and evaluation of the allelopathic activity of the compounds presentin S. alata leaves.
The plant material was dried, ground, and submitted to exhaustive extraction with water/ methanol
(3:7) solution. The crude extract obtained was fractioned by wet chromatography column. The
purest fractions were submitted to Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy to determine their
structures. To evaluate the effects of the isolated chemical substances, concentrations of 50, 100,
150 and 200 ppm were used in water/ methanol solvents (3:7). The fractions were placed on Petri
dishes and their effects were evaluated on seed germination and radicle and hypocotyl elongation
of three pasture weeds: Mimosa pudica, Senna obtusifolia, and Senna alata itself. The
compounds with allelopathic activity found in S. alata leaves belong to the flavonoid glycoside
class, whose aromatic core is a kaempferol causing major inhibition on radicle elongation and
germination of S. obtusifolia and M. pudica. The auto toxic effects of this compound are not very
significant for seedling development and null for germination.

Keywords: Leguminosae, allelochemicals, NMR, flavonoid glycosides, kaempferol.
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INTRODUCAO

Conhecida popularmente como mata-
pasto, Senna alata € uma espécie daninha
que infesta pastagens cultivadas da regiao
amazonica, constituindo-se em um problema
de ordem bioeconémica a limitar o desem-
penho produtivo e a rentabilidade da atividade
agricola. E uma planta perene, arbustiva e, em
observacao do desenvolvimento em campo de
individuos dessa espécie, verificou-se que
apresentam crescimento vegetativo extrema-
mente rapido, com tendéncia a formacao de
estandes puros. Esta caracteristica pode ser
uma evidéncia de dois fenomenos: alelospolia
e alelopatia. A espécie € medianamente fre-
quente em areas de pastagens, beira de
estradas e terrenos baldios, em quase todo o
Brasil, principalmente em lugares umidos
(Lorenzi, 2000). S. alata pertence a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae,
provavelmente nativa do norte da Ameérica
do Sul; foi naturalizada e cultivada desde os
Estados Unidos até a Argentina (Irwin &
Barneby, 1982).

As espécies de Senna eram incluidas no
género Cassia sensu lato até o tratamento
taxonomico de Irwin & Barneby (1981), quando
esses géneros foram separados. Trabalhos
recentes baseados em morfologia floral tém
confirmado essa divisdo (Boonkerd et al., 2005).
O género Cassia sensu lato possui um longo
historico de importancia economica, sobretudo
como plantas medicinais (Boonkerd et al.,
2005)

A espécie Senna alata apresenta pro-
priedades terapéuticas; na India, todas as
partes da planta sao utilizadas nos sistemas
de medicina ayurvedica, unani e alopatica
(Damodaran & Venkataraman, 1994). Em
muitos paises, suas folhas, cascas, flores e
raizes podem ser utilizadas na medicina
popular por suas propriedades anti-herpética,
antifebrifuga, antianémica, antiblenorragica,
antinefritica, antidota, antimicotica, diurética,
parasiticida, laxante e contra doencas de
pele (Awal et al., 2004; Ordonez et al., 2004;
Barrese Pérez et al., 2005; Pieme et al., 2006;
Plantamed, 2007). Na Africa, é plantada nos
arredores das casas para espantar formigas
(Barrese Pérez et al., 2005). O estudo de
Agbagwa et al. (2003) demonstrou os efeitos
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alelopaticos do extrato bruto de S. alata, que
induziu um decréscimo consistente no
percentual absoluto e na taxa de germinacao,
além de inibir o crescimento da radicula em
Celosia argentea.

Na natureza existem milhares de compos-
tos bioativos com propriedades inexploradas.
Muitos deles sao metaboélitos secundarios
gerados por plantas como resultados de uma
coevolucao, que frequentemente geram efeitos
em outros organismos e, em muitos casos,
possuem a funcao de compostos bioquimicos
de defesa ou aleloquimicos. Dessa maneira,
numerosas plantas vém sendo usadas, princi-
palmente no meio rural, como remédios,
repelentes de insetos, venenos usados na
pesca, entre outras finalidades (Chom & Kim,
2004; Souza-Filho, 2006).

Os relatos populares, ao lado de plantas
conhecidas como téxicas para o homem e
animais, podem fornecer excelentes pistas
para o estudo quimico de produtos naturais,
além de dados da literatura sobre acodes
antioxidantes, anti-inflamatorias e inseticidas
dos vegetais.

A quimica de produtos naturais tem por
objetivo o esclarecimento e registro dos consti-
tuintes resultantes do metabolismo secunda-
rio dos seres vivos, por meio de seu isolamento
e elucidacao de suas estruturas moleculares.
Esses compostos podem ser de interesse aca-
démico, nao registrados na literatura especia-
lizada, intermediarios de processos de biossin-
tese, ou de importancia quimiotaxonémica, e,
algumas vezes, substancias de interesse eco-
noémico, como novos agentes medicamentosos
ou novas fontes de compostos raros ja utilizados
(Matos, 1997). A prospeccao permite ao quimico
o conhecimento preliminar do comportamento
quimico dos extratos com o qual se devera
trabalhar, sendo um instrumento utilizado na
selecao de plantas para estudo. Varias técnicas
tém sido desenvolvidas para a prospeccao
dessas substancias, e o seu planejamento deve
ser feito de acordo com objetivos especificos.
Ja a determinacao da estrutura molecular dos
constituintes isolados consiste em um campo
especializado da quimica organica e é feita
principalmente pela interpretacao de varios
espectros obtidos em espectrometros de
absorcao das radiacoes ultravioleta, visivel e
infravermelha, espectrometro de ressonancia
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magnética protonica e de carbono 13, espectro-
metro de massas, entre outros (Matos, 1997).

O potencial para o uso de produtos naturais
de plantas como herbicidas é grande, sobretudo
na agricultura agroecologica, seja para o uso
direto ou como base para a sintese de novas
moléculas herbicidas, uma vez que, embora o
meétodo de controle quimico seja pratico, possui
uma série de limitacoes. O uso de herbicidas
sintéticos, algumas vezes, leva a poluicao
ambiental, além de causar efeitos inerentes,
como resisténcia, entre outros (Duke et al.,
2000; Hachinohe & Matsumoto, 2007).

Entre os constituintes quimicos até entao
identificados em Senna alata estao presentes
taninos, triterpenos, esteroides, alcaloides,
carboidratos redutores, flavonoides, saponinas,
cumarinas, antocianidinas, emodina,
antraquinona, chrysarabina, ribarina, acido
malico, acido tartarico, acido crisofanico e um
oleo essencial (Ordonez et al., 2004; Barrese
Pérez et al., 2005; Plantamed, 2007).

Objetivou-se, neste estudo, o isolamento
e a identificacao de substancias quimicas
encontradas em folhas da espécie Senna alata,
bem como a caracterizacao de sua capacidade
alelopatica inibitoria sobre a germinacao de
sementes e o crescimento inicial de trés
espécies daninhas encontradas em areas de
pastagens cultivadas da regidao amazonica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento de material
vegetal

A espécie Senna alata foi plantada em
fevereiro de 2006 no Campo Experimental da
Embrapa Amazonia Oriental, localizado na
cidade de Belém, Estado do Para. A coleta foi
realizada com as plantas na fase reprodutiva,
em dezembro de 2006. As folhas colhidas foram
secas em estufas com circulacao de ar forca-
da, a temperatura constante de 40 °C, durante
72 horas. Em seguida, o material foi triturado
em moinho tipo Willey.

Procedimentos de isolamento e
identificacdo das substancias quimicas

O material seco triturado (1 kg) passou por
processo de extracao exaustiva com mistura

de solvente agua/metanol (3:7), por aproxima-
damente sete dias, com filtracao e recolhi-
mento periodico do filtrado. Apos esse periodo,
o metanol foi eliminado a pressao reduzida,
em rotavapor (Blichtel 131) a temperatura de
45 °C. Em seguida, a solucido aquosa concen-
trada foi liofilizada, obtendo-se o extrato bruto
hidrometanolico das folhas de S. alata.

Fracionaram-se 10 g do extrato bruto
hidrometanolico das folhas empregando-se
coluna cromatografica por via timida (CCVU),
segundo Matos (1997), com silica-gel como
adsorvente e trés solventes (hexano, acetato
de etila e metanol) e suas misturas de polari-
dades crescentes, aplicados sucessivamente
(Figura 1).

Ainda de acordo com metodologia proposta
por Matos (1997), procedeu-se ao exame de
pequenas amostras de cada fracao obtida na
etapa anterior, em cromatografia de camada
delgada, CCD (Aluminum Backed TLC, Silica
Gel, Hard Layer, F-254, SAI), usando diversos
sistemas de solventes. As cromatoplacas foram
observadas sob luz ultravioleta (UV) com
comprimento de onda de 254 nm, em camara
escura. De acordo com as analogias e diferen-
cas de composicao, observadas pelas seme-
lhancas das manchas nas cromatoplacas,
foram realizados refracionamentos (Figura 1).

Trés refracionamentos foram desen-
volvidos, também via CCVU, com eluentes
selecionados previamente de acordo com a
CCD (Figura 1).

A Figura 2 representa o primeiro refra-
cionamento, realizado a partir de 1,18 g, prove-
niente da reuniao das 50 fracoes coletadas
apos a passagem de sistemas de eluentes Hex/
AcOEt (1:9) e (2:8) na primeira coluna. Foram
obtidas 133 fracoes nesse refracionamento.

Na Figura 3 é representado o segundo
refracionamento, realizado a partir de 0,82 g,
proveniente da reunido das 37 fracdes cole-
tadas apos a passagem de sistemas de eluen-
tes Hex/AcOEt (3:7), (4:6), (5:5) e AcOEt
100% na primeira coluna. Foram coletadas
50 fracoes.

A Figura 4 representa o terceiro refracio-
namento, realizado a partir de 2,02 g, prove-
niente da reuniao das 11 fracoes coletadas
apos a passagem do sistema de eluentes
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AcOEt/MeOH (1:9) na primeira coluna. Neste, capela de fluxo laminar (PACHANE), ou em

foram coletadas 99 fracoes. rotavapor, pesadas e acondicionadas em peque-

nos frascos; posteriormente, foram encami-

As fracoes coletadas passaram novamente nhadas ao laboratério de espectrometria de

por exame em CCD, e aquelas consideradas Ressonancia Magnética Nuclear, para obten-
relativamente puras foram concentradas em cao de espectros.

Extrato Bruto
Hidrometandlico das folhas
de Senna alata(10 g)

Fracionamento
Hex Hex/ Hex/ Hex/ Hex/ Hex/ | | AcOEt | |AcOEt/| [AcOEt/| | MeOH
ACOEt | |ACOEt | [ACOEt | | ACOEt | [ACOEt | | oo, MeOH | [ MeOH 100%
100% (1:9) (2:8) (3:7) (4:6) (5:5) ° (1:9) (5:5) °
(3) e || e || 13 ®) (6) 10 {1 (1) ) @)
Refracionamento Refracionamento Refracionamento
R, R’, R’5
(133) (50) (99)

Figura 1 - Esquema demonstrando os procedimentos de fracionamento e refracionamento partindo-se de 10 g do extrato
bruto hidrometanoélico de folhas de Senna alata. Entre parénteses, a propor¢do dos solventes ou a mistura destes e o
numero de fragdes coletadas em cada etapa.

R'1(1,18 9)

12 Refracionamento

I |

Hex 109 fragbes coletadas com AcOEt 13 fragbes coletadas com MeOH
100% solvente em mistura de 100% solvente em mistura de 100%
3) Hex/AcOEt, e polaridade (7) AcOEt/MeOH, e polaridade (1)
aumentando de 2 em 2%, até aumentando de 5 em 5%, até

a mistura Hex/AcOET (6:4) AcOEt /MeOH (5:5)

Figura 2 - Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura destes e o numero de fragdes coletadas no
primeiro refracionamento de reunifo de fragdes coletadas da primeira coluna.
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R’, (0,82 g)

22 Refracionamento

I I

Hex 24 fragdes coletadas com
100% solvente em mistura de
(2) Hex/AcOEt, e polaridade @)

AcOEt
100%

aumentando de 5 em 5%, até
a mistura Hex/AcOET (5:5)

15 fragdes coletadas com MeOH
solvente em mistura de 100%
AcOEt /MeOH, e polaridade (2)
aumentando de 5 em 5%, até
AcOEt/MeOH (5:5)

Figura 3 - Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura destes e o numero de fracdes coletadas no segundo
refracionamento de reunido de fragdes coletadas da primeira coluna.

R’3 (2’02 g)

32 Refracionamento

I |

Hex 34 fragbes coletadas com
100% solvente em mistura de
(3) Hex/AcOEt, e polaridade @

AcOEt
100%

aumentando de 5 em 5%, até
a mistura Hex/AcOET (5:5)

50 fragbes coletadas com MeOH
solvente em mistura de 100%
AcOEt/MeOH, e polaridade (%)
aumentando de 2 em 2%, até

AcOEt /MeOH (5:5)

Figura 4 - Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura destes e o ntimero de fracdes coletadas no terceiro
refracionamento de reunifo de fragdes coletadas da primeira coluna.

As reuniodes de fracoes semelhantes foram
submetidas a espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN de 'H e de *C), em
espectrofotometro modelo Gemini 300-Varian,
75 MHz (RMN de *C) e 300 MHz (RMN de 'H),
para determinacao das formulas estruturais
das moléculas.

Foi realizado ainda um processo de deri-
vatizacao, como no procedimento realizado por
Marin-Loaiza et al. (2008), de uma deter-
minada fracdo, para injecao em cromatografo
gasoso acoplado a espectrometro de massa
(modelo GCMS-QPS050A, Shimadzu) em
coluna DBS (30 m x 0,25 pm x 0,25 pm).

Nesse processo, 2,8 mg da fracdo foram dis-
solvidos em 60 pL de piridina e 100 pL de
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)
a 70 °C por cerca de 30 minutos e posterior-
mente injetados diretamente em CG-MS.

Espécies receptoras utilizadas nos
bioensaios

As espécies receptoras selecionadas para
os bioensaios de germinacao e desenvolvi-
mento foram:

- malicia, Mimosa pudica;
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- mata-pasto liso, Senna obtusifolia; e

- a espécie doadora Senna alata, no bioensaio
de autotoxicidade.

Essas espécies sdo frequentes em areas
de pastagens cultivadas da regiao Norte
(Borges et al., 2007). As sementes foram
lavadas com agua corrente e tratadas com
acido sulfurico concentrado por 15 minutos,
em imersao, para quebra da dorméncia.

Bioensaios de germinacao

A germinacao das espécies receptoras foi
monitorada em periodos de dez dias, com
contagens diarias e eliminacao das sementes
germinadas. Foram consideradas sementes
germinadas aquelas que apresentavam exten-
sdo radicular igual ou superior a 2,00 mm
(Juntila, 1976; Duram & Tortosa, 1985). Cada
placa de Petri de 9,0 cm de diametro foi forrada
com uma folha de papel-filtro qualitativo e
recebeu 25 sementes de cada espécie recep-
tora. Os bioensaios foram desenvolvidos em
camaras BOD modelo 3740 (Forma Scientific,
Inc. BOX 649 Marietta, Ohio 45750), em
condicoes controladas de 25 °C de temperatura
constante e fotoperiodo de 12 horas.

Bioensaios de crescimento

Os bioensaios de desenvolvimento da
radicula e do hipocétilo foram realizados nas
mesmas condicoes dos bioensaios de germi-
nacao, porém o fotoperiodo, nesse caso, foi de
24 horas. Cada placa de Petri, forrada com
papel-filtro qualitativo, recebeu trés plantulas,
de tamanho uniforme, com aproximadamente
trés dias de germinacao. No final do periodo
de dez dias de crescimento, o comprimento
da radicula e o do hipocétilo foram mensu-
rados.

Outros procedimentos experimentais

Para avaliacao dos efeitos das substancias
quimicas isoladas, utilizaram-se as concen-
tracoes de 50, 100, 150 e 200 ppm, tendo como
eluente solucao hidrometandlica (3:7 v/v). O
volume de solucao das substancias quimicas
testadas foi de 3,0 mL por placa de Petri. A
solucao-teste foi adicionada apenas uma vez,
quando do inicio de cada bioensaio, sendo,
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a partir de entao, adicionada apenas agua
destilada, sempre que necessario. Apos a
adicao do extrato, deixou-se evaporar o solvente
e adicionaram-se 3,0 mL de agua destilada,
mantendo-se dessa forma a concentracao
original. O tratamento testemunha foi agua
destilada.

Todos os procedimentos experimentais fo-
ram realizados no Laboratoério de Agroindustria
da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA,
com excecao da derivatizacdo e injecao em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro
de massa, que foi realizada no Laboratorio de
Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA) da
Universidade Federal de Vicosa-MG.

Delineamento experimental e analise
estatistica

O delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado, com trés repeticoes, em
modelo do tipo hierarquico com dois fatores.
Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas
pelo teste de Tukey e, quando necessario,
submetidas a analise de regressao a 5% de
probabilidade. Os dados de germinacéo e alon-
gamento do hipocétilo foram, ainda, transfor-
mados em VX para seguirem distribuicao
normal. As analises foram processadas, utili-
zando-se o programa SAEG (UFV, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Substancias quimicas isoladas das folhas
de Senna alata

O isolamento das substancias testadas foi
realizado a partir de 10 g do extrato bruto
hidrometanolico, totalizando 107 fracoes apos
o primeiro fracionamento (Figura 5). As
fracoes com padrao cromatografico semelhante
foram reunidas. Entre as reunioes, foi denomi-
nada de R’, a amostra obtida da juncao das
11 fracoes coletadas na eluicao com sistema
acetato de etila/metanol (1:9), que totalizou
2,02 g de material seco. R’, foi submetida a um
refracionamento em CCVU, resultando em 99
fracoes ao final. Todas elas foram novamente
analisadas em cromatoplacas, algumas
reunidas e seguiu-se entao a elucidacao das
estruturas moleculares dessas substancias ou
classes de compostos por andalise dos seus
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espectros de RMN de 'H e de *C. Da reuniao
das fracoes 1 e 2 coletadas na eluicao do refra-
cionamento de R’, com sistema acetato de
etila/metanol (3:97), foram obtidos 327 mg de
material seco, que foi chamado de C9.

EXTRATO BRUTO
HIDROMETANOLICO

10g

1- CCVU Hex/AcOEt/MeOH
2- 107 fragdes
3-CCD

REUNIAO 11 FRACOES
AcOEt/MeOH(1:9)

2,029

1- CCVU Hex/AcOEt/MeOH
2- 99 fracgbes
3-CCD

REUNIAO 2 FRACOES
AcOEt/MeOH(3:97)

C9 (327mg)

!

Kaempferol glicosilado

Figura 5 - Fluxograma sucinto dos procedimentos de isolamento
e identificacdo de substdncias quimicas com atividade
alelopatica presentes em folhas de Senna alata.

Comparando os resultados dos desloca-
mentos quimicos dos carbonos (5., Tabela 1)
dos espectros de ressonancia magnética
nuclear de carbono 13 da fracao C9, com a
bibliografia sobre constituintes quimicos
encontrados em folhas de S. alata e com dados
de RMN desses constituintes ja publicados na
literatura (Iwashina et al., 2000; Moriyama
et al., 2003), detectou-se a presenca de mis-
tura contendo flavonoides glicosilados na
amostra C9 (Figura 6 e Tabela 1).

Alguns trabalhos reportaram a presenca
de kampferol-3-O-gentiobioside (Figura 6) em
folhas de Senna (Cassia) alata, composto com
atividade alelopatica pertencente a classe dos

flavonoides glicosilados (Moriyama et al.,
2001). Na Indonésia, Moriyama et al. (2003)
quantificaram este metabolito nas diferentes
partes da planta e em diferentes estadios de
crescimento, demonstrando que as folhas ma-
duras sdo as que apresentam o maior contetdo
desse produto e, ainda, que durante o periodo
de outubro a dezembro ha decréscimo no
conteudo deste flavonoide em folhas juvenis.

O nucleo do flavonoide foi identificado como
um kaempferol por comparacao de dados do
RMN de Iwashina et al. (2000), como pode ser
observado naTabela 1.

Fonte: Moriyama et al. (2003).

Figura 6 - Estrutura do kampferol-3-O-gentiobioside
quantificado em folhas de Senna alata.

Tabela 1 - Comparacdo de dados de deslocamentos quimicos
(3.) de RMN de carbono 13 da literatura (Iwashina et al.,
2000) de kampferol-3-O-gentiobioside e da fracdo C9
coletada neste estudo

Bc L& titeratura L& fragio €9
2 157,6 158,4
3 135,1 132,2
4 178,5 179,4
5 162,6 163,0
6 99,8 99,9
7 166,0 165,9
8 94,6 94,7
9 158,0 159,0
10 105,2 104,7
r 121,8 122,7
2.6 132,0 132,2
35 116,1 116,1
4 161,6 161,5
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Entre os possiveis métodos de deri-
vatizacao, a sililacao, com recurso ao
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA),
permite a posterior identificacdo dos derivados
trimetilsililados de alguns compostos. Durante
asililacao, os hidrogénios das hidroxilas livres,
dos compostos presentes na amostra, sao
substituidos por um trimetilsilil de massa igual
a'73 (m/z 73). Portanto, as massas moleculares
dos picos apresentados nos cromatogramas
obtidos apos essa derivatizacdo sao adiciona-
das de tantas unidades de trimetilsilil quantos
forem os numeros de hidroxilas livres presen-
tes nas moléculas.

O composto kaempferol-3-O-gentiobioside
apresenta massa molecular m/z611 [M + H]*
(Iwashina et al., 2000). Caso ocorra reacao de
hidrolise na ligacao do glicosideo ao nucleo
flavonico (Figura 7), o flavonoide kaempferol
livre ira apresentar massa m/z 285, po-
dendo mostrar ligacao de quatro unidades de
trimetilsil no lugar das hidroxilas livres
(Figura 7), fornecendo massa m/z 575, apos a
sililacdo. Ja o glicosideo derivado da hidrolise
apresenta massa m/z 325 e podera apresentar
sete unidades de trimetilsilil ligadas a sua
estrutura apés a sililacao, passando a apresen-
tar massa m/z 836.

A fracao C9 passou pelo processo de deriva-
tizacao descrito e foi injetada em cromatografo
gasoso acoplado a espectrometro de massa,
fornecendo o cromatograma apresentado na
Figura 8.

Analisando os picos obtidos no cromato-
grama e a comparacao dos espectros de
massas fornecidos pela biblioteca de massas,

RODRIGUES, IM.C. etal.

os picos observados nos tempos de retencao
de 28,25 e 47,25 min (Figura 8) apresentaram
massas de 575 e 838, respectivamente.
Portanto, a deteccao destes picos no croma-
tograma indica a presenca de um nucleo
flavonoide kaempferol e gentiobiosideo, que
poderiam estar ocorrendo livres na amostra
ou ter sido derivados de uma hidrolise ocorrida
durante os processos de extracao da substan-
cia ou apos a derivatizacdo. Devido ao aspecto
caramelizado da amostra C9 e a presenca de
muitos picos em seu cromatograma (Figura 8),
conclui-se que essa amostra ndo esta comple-
tamente purificada, dificultando a afirmacao
da ocorréncia exata do composto kaempferol-
3-0O-gentiobioside. O aspecto caramelizado da
amostra €, ainda, um indicio de que ali pode
haver muitos acucares, compostos de polari-
dades muito altas que dificultam a separacao

e~
|

boCHYS

0 F o

Figura 7 - Hidrolise da ligacdo entre o glicosideo e o kaempferol
da estrutura de kaempferol-3-O-gentiobiosideo (linha
tracejada). Destacadas com um circulo estdo as hidroxilas
onde é possivel ocorrer a ligagdo de um trimetilsilil no lugar
do hidrogénio durante a sililagfo.
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dos flavonoides — esse fato é comum em amos-
tras obtidas de plantas da familia Leguminosae.

Outros estudos ja identificaram flavonoides
do tipo kaempferol glicosilados em Leguminosae
-Caesalpinioideae. Como exemplo, o estudo
realizado por Pizzolatti et al. (2003) identificou
3,7-di-O-o.-L-ramnopiranosilcanferol e 3-O-[o-L-
ramnopiranosil-(1—-6)- f-D-glucopiranosil]-7-O-
o-L-ramnopiranosilcanferol em folhas de
Bauhinia forficata.

A diversidade dos constituintes quimicos
das plantas, a ocorréncia de pequenas quanti-
dades de constituintes ja conhecidos e muito
comuns, ao lado de varios outros fatores inter-
ferentes, dificultam o trabalho de isolamento
e purificacao dos principios imediatos dese-
jados. Entre esses fatores estdo as variacoes
de composicao devidas a influéncias das mu-
dancas climaticas e estacionais, a presenca
de compostos homoélogos e isomeros, entre
outros (Matos, 1997).

Os extratos brutos de plantas, quando se
utilizam solventes polares, siao muito com-
plexos e ricos em diversos componentes, de
modo geral, dificilmente separaveis. Sua
analise cromatografica direta, via de regra,
torna-se extremamente trabalhosa, e sua
separacao é complicada pela presenca de
resinas e outros polimeros (Matos, 1997). Por
esse motivo, os fitoquimicos, em geral, prefe-
rem trabalhar com produtos naturais de baixa
e média polaridade; ja os bidlogos e farmaco-
logistas desejam preferencialmente os mais
polares para realizarem bioensaios, inclusive
porque tradicionalmente sao considerados
mais bioativos (Chaves et al., 2000).

Avaliacio da atividade alelopatica de
compostos quimicos isolados das folhas de
S. alata

Os dados obtidos do bioensaio de germi-
nacao nao apresentaram distribuicdo normal,
motivo pelo qual foram transformados em sua
raiz quadrada. A interacao entre os fatores nao
foi significativa, indicando que cada fator
(concentracoes e espécies) agiu independen-
temente. Observa-se que as espécies Senna
obtusifolia e Mimosa pudica foram mais
afetadas, porém ndo diferiram entre si. Na
maior concentracao do extrato C9, as duas
espécies apresentaram inibicao da germinacao

de suas sementes de até 55% (Figura 9). Ja
os efeitos autotoxicos em Senna alata nao
foram expressivos durante a germinacio.

No estudo do alongamento do hipocétilo,
verificou-se que nao houve interacao entre os
fatores e os efeitos das diferentes espécies
dentro de cada concentracao da fracao C9.

Os dados referentes ao crescimento da
radicula mostraram interacao significativa
entre os fatores espécie versus concentracao
do extrato, ou seja, as concentracoes de C9 tém
influéncia no efeito sobre as espécies, e vice-
versa. Houve diferencas entre as espécies em
todas as concentracoes de C9 (Figura 10).

As espécies Senna obtusifolia e Mimosa
pudica foram, novamente, as mais afetadas,
com excecao da concentracao mais baixa, com
cerca de 55 e 45% de inibicao do alongamento
da radicula, respectivamente, na maior con-
centracao. Nas concentracoes intermediarias
de 100 e 150 ppm de C9, M. pudica foi mais
afetada que S. obtusifolia, e esta, mais do que
Senna alata, porém a diferenca foi sutil: entre
4 e 7%.

Asretas de regressao ajustadas e as equa-
coes mostraram o comportamento de cada
espécie com o aumento da concentracdo do
extrato (Figura 11). Todas as espécies sofre-
ram inibicdo gradual significativa no cresci-
mento de suas radiculas. A diferenca mais
acentuada foi indicada para S. obtusifolia, com
inibicao da ordem de 2,6% na menor concen-
tracdo e 56% na mais alta, passando da menos
para a mais prejudicada; isso ressalta a
importancia de concentracoes dos compostos
maiores que 200 ppm para a melhor defini-
cao dos efeitos inibitorios sobre a radicula
das espécies daninhas investigadas. Nova-
mente, S. alata foi, em geral, a menos preju-
dicada.

A fracao 4, também coletada na eluicao do
refracionamento de R’, com sistema acetato
de etila/metanol (3:97), exibiu resultados dos
deslocamentos quimicos dos carbonos (3) dos
espectros de ressonancia magnética nuclear
de carbono 13 semelhantes aos da fracao C9,
porém em mistura mais intensa. O teste F
realizado com os dados obtidos nos bioensaios
de germinacao e crescimento inicial ndo foram
significativos a 5% de probabilidade para esta
fracao.
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Figura 9 - Efeito do extrato hidrometanolico da fragdo C9 obtida
de S. alata sobre a germinagdo de diferentes espécies. Dados
expressos em \%. Médias seguidas pela mesma letra
maitiscula dentro de cada espécie e minuscula dentro de cada
concentragdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 10 - Efeito do extrato hidrometanolico da fragdo C9
obtida de S. alata sobre o crescimento da radicula de
diferentes espécies. Dados expressos em percentual de
inibi¢do em relagdo ao tratamento testemunha. Médias
seguidas pela mesma letra dentro de cada concentracdo ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 11 - Efeito do extrato hidrometanolico da fragdo C9
obtida de S. alata sobre o crescimento da radicula de
diferentes espécies.
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Invasoras frequentemente estabelecem
monoculturas tedricas, onde comunidades
diversas vicejam. Nesse contexto, a alelopatia
tem sido sugerida como um dos mecanismos
que dirigem a invasao dessas plantas. Algumas
espécies invasoras podem ter um impacto
alelopatico mais forte sobre as outras espécies
do local onde foram introduzidas, talvez devido
ao fato de que em seus locais de origem as
espécies, ao redor, estao mais bem adaptadas
aos compostos bioquimicos inerentes (Inderjit
et al., 2008).

Em estudos realizados por Simoées et al.
(2008) com Sesbania virgata, também uma
leguminosa daninha tropical de crescimento
rapido, utilizada em revegetacao de florestas
devastadas e reabilitacdo de areas degradadas,
foi observado que metabolitos liberados pelas
sementes dessa espécie inibiram o cres-
cimento de Arabdopsis thaliana e arroz. O
composto responsavel por esse efeito alelo-
patico parece ser o flavonoide (+)-catequina,
encontrado em alta quantidade no material
liberado pelas sementes, no inicio da inibicao.
Esses autores sugerem que o fato de suas
sementes liberarem grande quantidade de (+)-
catequina nos estadios iniciais de desenvol-
vimento pode representar uma vantagem
adaptativa para suas plantulas, que contribui
para o seu comportamento invasivo e estabele-
cimento com sucesso em diferentes solos.

Flavonoides glicosilados, entre outros 13
constituintes detectados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espec-
trometro de massa (electronspray ionization
ESI-MS/MS), também parecem ter sido res-
ponsaveis pelos efeitos alelopaticos de extratos
metanolicos de folhas de Lonicera maackii sobre
Arabdopsis thaliana (Cipollini et al., 2008).

Em geral, acidos fenolicos afetam em
maior intensidade o crescimento inicial do
que a germinacao (Reigosa & Malvido, 2007),
como demonstrado neste estudo.

Pode-se inferir, neste trabalho, que os
compostos com atividade alelopatica encontra-
dos em folhas de Senna alata sao substancias
de polaridade muito alta, pertencentes a
classe dos flavonoides glicosilados, cujo nuicleo
aromatico € um kaempferol, e que causam
inibicdo intensa, primariamente, sobre o cres-
cimento da radicula e sobre a germinacao de
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Senna obtusifolia e Mimosa pudica. Ja os efeitos
autotoxicos desse composto sdo pouco expres-
sivos quando se considera o crescimento da
plantula e nulos sobre a germinacao. Esses
resultados corroboram os encontrados nos
testes preliminares realizados com todas as
estruturas da planta, confirmando a potencia-
lidade do kaempferol como aleloquimico.
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