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ALLELOPATHIC POTENTIAL OF CATECHINS OF THE Tachigali myrmecophyla (Leguminosae). Two compounds, (+)-catechin
and epicatechin, were isolated from leaves of 7. myrmecophyla, using chromatographic techniques. The structural identification
was carried out on the basis of 'H and '*C NMR spectral data and comparison with literature data. The compounds (+)-catechin
and epicatechin were submitted to germination inhibition and radicle and hypocotyl growth assays. Results showed some significant

activities confirming the initial hypothesis about allelopathic properties of that plant.
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INTRODUCAO

A pecudria ¢ uma atividade que movimenta uma grande parte
do mercado nacional e internacional e de grande importancia para a
economia da Amazodnia. Neste contexto, plantas invasoras de pas-
tagem causam elevados prejuizos, pois competem com 0s pastos
sadios e, em alguns casos, sdo letais para o gado.

Para manter o pasto limpo sdo empregados métodos como a
queimada, a rogagem e mais recentemente métodos quimicos
(herbicidas). Esses métodos tornam-se inadequados, considerando
seus custos elevados e a poluiciio que causam ao meio ambiente.

Estudos mostram que uma planta pode, direta ou indiretamen-
te, interferir no desempenho de outras plantas em sua vizinhanga
através da produgdo de substancias quimicas, liberadas para o meio
ambiente, fendmeno que Molish, em 1937, chamou de alelopatia.

Ao longo das ultimas décadas, se observa um crescente interes-
se na busca de substancias com propriedades alelopdticas, podendo
levar a descoberta de um herbicida natural, que aja diretamente na
planta invasora e nio cause agressdes ao meio ambiente. Intimeros
trabalhos foram publicados nos dltimos anos envolvendo a
prospeccdo de substincias quimicas com atividades alelopdticas em
espécies arboreas.”®

Tachigali myrmecophyla, pertencente a familia Leguminosae e
sub-familia Ceasalpinoideae, conhecida popularmente como “Tachi
preto”, € objeto do presente estudo. Sua escolha para investigagdo
fitoquimica e da atividade alelopatica se deu com base em observa-
¢des de campo. Foi constatado que poucas plantas cresciam no en-
torno do Tachi preto, indicando a presenca de substancias com pro-
priedades alelopdticas. Assim, os testes realizados com seus extra-
tos confirmaram a ocorréncia de efeitos alelopdticos sobre plantas
invasoras de pastagem.’

O levantamento bibliogréfico indicou a auséncia de informa-
¢des a respeito da composi¢do quimica e atividade alelopdtica da
espécie, mostrando a necessidade de realizagdo de estudos.

Substincias antioxidantes e anti-radicais livres foram encon-
tradas em algumas espécies deste género. Foram isolados varios
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flavondides, bem como as substincias dcido indolacético, aldeido
cafeico, 4-hidroxi-benzoato de metila, 3,4-diidroxi-benzoato de
metila, triptamina, metil-triptamina e sitosterol.!*-?

T. myrmecophyla é encontrada em grande quantidade na Ama-
z0nia, estando entre as 15 espécies mais comuns na Floresta Nacio-
nal do Tapajés.”® E uma drvore muito resistente 2 auséncia de luz,
suportando estados de sufocamento durante varios anos e lentos
reflorestamentos. Cavidades em seu tronco tornam-se habitat de
algumas espécies de formigas.'*

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e materiais

A concentragio dos extratos foi realizada em evaporador rotativo
Biichi modelo EL 131. Os espectros de RMN foram obtidos em
espectrdmetro Mercury-Varian a 300 MHz ('H) e 75 MHz ("*C) (DQ/
UFPA), utilizando técnicas uni e bidimensionais. Os solventes em-
pregados foram CD,0OD e (CD,),CO. Para a cromatografia em colu-
na utilizou-se como fase estaciondria silica gel 60 (Merck) 7734 (par-
ticulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 Mesh), tendo como suporte colu-
nas de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a
quantidade de amostra a ser analisada. A cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) foi empregada para a andlise e reunifio
das fracdes obtidas por cromatografia em coluna, sendo utilizadas
placas de vidro com fase fixa preparadas em uma suspensao de silica
gel PF,., 7749 (Merck) em dgua. Para andlise e isolamento das subs-
tancias utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia, em equi-
pamento Shimadzu, com duas bombas LC-8 AD, sistema de injecdo
manual (looping de 100 pL), detector SPD 10 AV UV-Visivel (em
um comprimento de onda de 245 nm) e uma interface CBM, software
Class 3.1. Como fase estaciondria, utilizou-se uma coluna semi-
preparativa Luna C18 (25 x 1 cm) e pré-coluna de C18. Como fase
movel, utilizou-se mistura de solventes dgua ultra-pura, obtida de
um sistema milipore (Elgamax), com 1,25% de é4cido férmico e
acetonitrila, em um fluxo de 3,0 mL/min. Os solventes foram filtra-
dos em membrana de nylon de 0,45 pm e mantidos em um banho de
ultra-som durante 30 min.
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Coleta e identificacdo do material botanico para analise
fitoquimica

As folhas de Tachigali myrmecophyla foram coletadas no Cam-
po Experimental da Embrapa Amazoénia Oriental, localizado em
Belém, estado do Pard, pelo agronomo Dr. A. P. Souza Filho, pes-
quisador da institui¢do, estando uma exsicata depositada no Herbdrio
da instituicdo, sob registro de nimero IAN 179599.

Obtencio dos extratos brutos

A partir do material botanico (folhas) seco e moido (3,7 kg) foi
preparado o extrato hidroalcodlico, por percolagdo, com mistura de
metanol/dgua, na propor¢do de 8:2, sob aquecimento em banho-
maria, por um periodo de 8 h, seguido de filtracio e evaporacdo do
metanol em evaporador rotativo a 45 °C, obtendo-se um extrato aquo-
so. Este foi submetido & extracdo liquido/liquido, utilizando-se os
solventes: hexano, diclorometano e acetato de etila, sucessivamen-
te. Em seguida os solventes foram evaporados em evaporador
rotativo, obtendo-se as fases hexano (3 g), diclorometano (12 g) e
acetato de etila (31 g).

Selecio do material a ser estudado

Inicialmente o extrato hidroalcodlico foi submetido a bioensaios
de inibi¢do da germinacdo de sementes de planta invasora de pasta-
gem Mimosa pudica, apresentando um percentual de inibi¢ao de
50%. O fracionamento do extrato foi entdo biomonitorado. As fases
dele derivadas (diclorometanica e acetato de etila) apresentaram
inibi¢des consideraveis (78 e 84%, respectivamente), sendo assim
selecionadas para refracionamento.

Fase diclorometanica

A fase diclorometanica foi estudada primeiramente, resultando
no isolamento de um derivado C, N carotenodide, a 4,5-diidroblumenol
A. A determinacio estrutural e os ensaios realizados com esta subs-
tancia foram relatados na literatura.’

Fase acetato de etila

A fase acetato de etila (FA, 31,0 g) foi fracionada por CCVU
filtrante, usando-se como fase estaciondria silica desativada com
MeOH/H,0O na proporgdo de 1:1, utilizando-se os solventes nas se-
guintes propor¢des: diclorometano 100% (A, 0,0264 g),
diclorometano/acetato de etila 50% (A,, 0,0954 g), acetato de etila
100% (AS, 0,457 g), acetato de etila/MeOH 50% (A » 21,8g) e MeOH
100% (A, 8,6 g). Os sistemas de eluigdo usados foram seleciona-
dos com base em CCDC.

As fragdes A, (21,8 g) e A, (8,6 g) foram selecionadas para
refracionamento pelas expressivas massas apresentadas, o que nor-
malmente possibilita o isolamento e a identifica¢@o estrutural das
substancias em quantidades suficientes para a realizagdo dos ensai-
os alelopdticos. Essas fracdes foram analisadas por CLAE, exibin-
do para A, um cromatograma com melhor resolu¢do quando com-
parado com o de A,, o qual se mostrou bastante complexo e de
dificil separacdo. Também foram realizadas andlises de seus es-
pectros de RMN, nos quais foram identificados sinais caracterfsti-
cos de flavondides para A, e de substincias poliméricas do tipo
taninos condensados para A,. Com base nessas evidéncias optou-
se por refracionar apenas A,.

A, foi refracionada por CCVU filtrante, utilizando-se silica gel
desativada com MeOH/H,O na proporg¢do de 1:1, usando-se mistu-
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ras de solvente com polaridade crescente: acetato de etila 100%
(A4<1)’ 2,6 g), acetato de etila/MeOH 10% (A 1,9 g), acetato de
etila/MeOH 50% (A, ;) e MeOH 100% (A, ).

A fracdo acetato de etila 100% (A, 2,6 g) foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo solubilizada em uma
solucdo aquosa acida a 1,25% de dcido férmico, filtrada em mem-
brana filtrante com diametro de poros de 0,25 wm, sendo posterior-
mente injetada uma aliquota de 20 uL. Foi utilizado um sistema
isocratico de H,0 (1,24% de dcido férmico)/CH,CN 10% em 25
min, em seguida um gradiente de 10 a 25% de CH,CN em 10 min e
por fim a permanéncia do sistema isocrdtico em 25% de CH,CN,
para limpeza da coluna.

Utilizando-se a mesma metodologia analitica aplicada anterior-
mente, foi realizada a separa¢do dos picos principais da fracdo A,
por CLAE preparativo, resultando em 17 fragdes, as quais foram
analisadas por RMN 'H e *C. Destas fracdes, sé foi possivel a
identificagdo estrutural das substancias presentes nas fragdes 6 e 8,
visto que as demais apresentaram massas muito pequenas, resul-
tando em espectros de RMN com relagdo sinal/ruido muito baixa,
impossibilitando suas interpretagdes. Da fragdo 6 (10,0 mg) foi ca-
racterizada a catequina (S,) e da fragdo 8 (15,0 mg) a epicatequina
(Sz), com base na andlise de seus dados espectrais de RMN e com-
paragdo com dados da literatura.'>!¢

(+)-catequina (S,). RMN 'H (300 MHz, CD,0OD) 5: 6,83 (d, J
= 1,8 Hz, H-2); 6,76 (d, J = 8,1 Hz, H-5"); 6,71 (dd, J = 8,1 e 1,8
Hz, H-6"); 5,93 (d, J = 2,2 Hz, H-6); 5,85 (d, J = 2,2 Hz, H-8); 4,57
(d, J =1,5 Hz, H-2); 3,97 (m, H-3); 2,85 (dd, J = 16,1 e 5,5 Hz, H-
40); 2,51 (dd, J = 16,1 e 8,2 Hz, H-4). RMN °C [75 MHz,
(CD,),CO+ gts D,0] &: 157,5 (C-7); 157,0 (C-9); 156,6 (C-5); 145.6
(C-3%); 145,5 (C-4); 131,7 (C-17); 119,8 (C-6); 115,6 (C-5"); 115,2
(C-27); 100,3 (C-10); 96,0 (C-6); 95,1 (C-8); 82,4 (C-2); 68,0 (C-
3); 28,6 (C-4).

epicatequina (2). RMN de 'H (300 MHz, CD,0D) 0:6,97 (d,J =
1,2 Hz, H-2’); 6,79 (dd, J = 8,1 e 1,2 Hz, H-6"); 6,75 (d, J = 8,1 Hz,
H-5%); 5,93 (d, J = 1,8 Hz, H-6); 5,91 (d, J = 1,8 Hz, H-8); 4,82 (s,
H-2); 4,17 (sl, H-3); 2,85 (dd, J = 16,8 e 4,5 Hz, H-401); 2,72 (dd, J =
16,8 ¢ 2,4 Hz, H-4B). RMN de “C [75 MHz, (CD,),CO+ gts D,0] &:
157,3 (C-5); 157,1 (C-9); 156,7 (C-7); 145,1 (C-4’); 145,0 (C-3);
131,7 (C-1"); 119,0 (C-6’); 1154 (C-5"); 115,0 (C-2); 99,5 (C-10);
96,0 (C-6); 95,3 (C-8); 79,1 (C-2); 66,6 (C-3); 28,5 (C-4).
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Analise da atividade alelopatica

As avaliagdes dos efeitos potencialmente alelopaticos das subs-
tancias isoladas e identificadas foram realizadas frente a germina-
¢d0 de sementes bem como ao desenvolvimento da radicula e do
hipocétilo das plantas daninhas malicia (Mimosa pudica) e mata-
pasto (Senna obtusifolia).

As sementes dessas duas plantas daninhas foram coletadas em
dreas de pastagens cultivadas no municipio de Castanhal, estado do
Pard. Posteriormente, passaram por processo de limpeza e foram
tratadas com dcido sulftrico, objetivando a superacio da dorméncia,
conforme estabelecido por Souza Filho."

Os bioensaios de germinagdo de sementes foram monitorados
no periodo de 5 dias, com contagens didrias e eliminacdo das se-
mentes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas
aquelas que apresentavam extensdo radicular igual ou superior a
2,00 mm."®!" O bioensaio foi desenvolvido em condicdes de 25 °C
de temperatura constante e fotoperiodo de 12 h. Cada placa de Petri
de 9,0 cm de didmetro recebeu 10 sementes, nas concentragdes de
0,0; 5,0; 10,05 15,0 e 20,0 mg/L, tendo como solvente a acetona. O
tratamento 0,0 foi considerado testemunha e constou apenas de
dgua destilada. Cada placa de Petri recebeu 3,0 mL de solucdo,
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quando do inicio de cada bioensaio, sendo adicionada apenas dgua
destilada, sempre que preciso. Apds evaporagdo do solvente, adici-
onava-se dgua destilada na mesma quantidade do solvente evapo-
rado, mantendo-se, assim, a concentracdo original.

Os efeitos alelopaticos de S, e S, sobre o desenvolvimento da
radicula e do hipocétilo foram avaliados nas mesmas condi¢des do
bioensaio de germinagdo, medindo-se, ao final de 5 dias de cresci-
mento, o comprimento da radicula e do hipocétilo. Nestes bioensaios
foram utilizadas duas sementes pré-germinadas por placa de Petri.
As substancias foram adicionadas apenas uma vez, quando do ini-
cio do bioensaio, sendo adicionado a partir de entdo apenas agua
destilada quando necessério. Cada placa de Petri recebeu 3,0 mL
da solug¢do com as substincias, nas respectivas concentragdes de
0,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg/L. Apds evaporagdo do solvente,
adicionou-se volume igual de dgua destilada, mantendo-se, dessa
forma, a concentracio original. Como tratamento testemunha uti-
lizou-se a agua destilada.

Todos os bioensaios, tanto o de germinagdo quanto os de desen-
volvimento da radicula e do hipocétilo, foram feitos e avaliados em
triplicata (Figuras 2 a 7), conforme metodologia disponivel na lite-
ratura.®?

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
trés repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo teste F e as medidas comparadas pelo teste de Tukey (5%). Na
andlise desses dados utilizou-se o software SAS.?

RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias S, e S, foram isoladas por CLAE, de uma fra-
¢do da fase acetato de etila, como descrito anteriormente.

Os dados espectrais das substancias S e S,, por se tratarem de
epimeros, s3o muito semelhantes. Na andlise do espectro de RMN
'H de S, observaram-se quatro sinais na regido de hidrogénios
alifaticos: dois duplos dupletos integrando um hidrogénio cada,
centrados em & 2,50 e 2,85, caracteristicos de hidrogénios de gru-
po metilénico ligado a carbono oximetinico; um multipleto em &
3,97, atribuido a um hidrogénio ligado a carbono oximetinico e um
dupleto, integrando um hidrogénio, em & 4,57, caracteristico de
hidrogénio oximetinico-benzilico. Esse conjunto de sinais € tipico
do anel C de catequinas.

Na regido de hidrogénios aromdticos, observaram-se trés si-
nais que caracterizam um sistema de acoplamento AMX em & 6,83
(d, J=1,8Hz, 1H), 6,71 (dd,J=8,1 e 1,8 Hz, 1H) € 6,76 (d, J = 8,1
Hz, 1H), bem como dois dupletos meta relacionados (J = 2,2 Hz,
IH cada) em & 5,93 e 5,85, atribuidos aos hidrogénios 6 e 8 do anel
A da catequina. Estes acoplamentos foram todos confirmados atra-
vés da andlise do espectro COSY 'H x 'H.

A andlise do espectro de RMN "C de S, em conjunto com o
espectro HSQC, bem como a comparagdo com os dados da litera-
tura,' permitiu atribuir os 15 sinais observados aos quinze carbo-
nos da estrutura da (+)-catequina, em destaque para o sinal em &
82,4, que € atribuido ao carbono oximetinico-benzilico C-2, sendo
este um dos sinais mais importantes para distinguir a (+)-catequina
do seu epimero em C-3, a epicatequina, que exibe para C-2 um
sinal em & 79,1.

A andlise do espectro HSQC de S, também foi importante para
atribuir, com precisdo, os sinais em & 115,6 e 115,2 aos carbonos
C-5" e C-2’, respectivamente, visto que mostraram correlacdes 'J
com os sinais em 0 6,76 ¢ 6,83, os quais haviam sido atribuidos,
respectivamente, aos hidrogénios H-5" e H-2’.
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Os dados de RMN 'H de S, s@o similares aos de S, destacan-
do-se apenas pequenas diferencas tanto no deslocamento quimico
como no padrdo de acoplamento, principalmente com relacio aos
hidrogénios alifaticos. Por exemplo, H-2 e H-3 exibem singletos
largos em & 4,82 e 4,17, respectivamente, e H-43 um duplo dupleto
em & 2,72 com J 16,8 ¢ 2,4 Hz, tudo isso em conseqiiéncia da
mudanga da estereoquimica do carbono C-3 (OH-o) em S..

Os dados espectrais de RMN “C de S, também sdo semelhan-
tes aos de S, destacando-se como diferenga apenas os sinais atribui-
dos aos carbonos C-2 (8 79,1) e C-3 (3 66,6), caracterizando a
estereoquimica diferenciada de S, em relagdo a S, ou seja, S, tem
estereoquimica relativa 3-OH o, tratando-se portanto de um epimero
de S,. Esses dados foram comparados com a literatura,'® o que per-
mitiu confirmar que S, se trata da epicatequina.

OH OH

OH OH

HO. 0}

“u, .

OH

S1 S2

Figura 1. Estruturas das substdncias isoladas de Tachigali myrmecophyla:
catequina (S1) e epicatequina (S2)

Atividade alelopatica

No bioensaio de germinagdo de sementes com a substancia S ,
utilizando-se o mata-pasto como espécie receptora, ndo foi observa-
do um aumento de inibi¢do de germinacdo diretamente proporcio-
nal & concentragdo de S, sendo de 27% a inibigdo mais intensa, na
concentragdo de 20 mg/L. Entretanto, para a espécie receptora ma-
licia, a inibicdo da germinagdo, apesar de apresentar niveis baixos,
exibiu um aumento associado a concentracdo, sendo de 33% a ini-
bi¢do de maior magnitude na concentragdo de 20 mg/L.

Para a substancia S,, independentemente da espécie receptora
(malicia ou mata-pasto), a inibi¢do da germinacdo esteve pouco
associada a concentragdo, sendo as inibi¢cdes mais intensas obser-
vadas a 20 mg/L de S,. Entretanto, o nivel de inibi¢do de germina-
¢do para a espécie receptora malicia, apresentou um crescimento
associado a concentragdo a partir da concentragdo de 10 mg/L,
sendo de 75% a inibi¢do de maior magnitude, obtida para a germi-
nagdo das sementes de malicia na concentragdo de 20 mg/L de S,.

Os efeitos observados das inibi¢des sobre o desenvolvimento
da radicula e do hipocétilo para a substincia S, ndo estiveram as-
sociados a concentracio da substincia. As inibi¢des observadas
sobre esses dois pardmetros foram de magnitudes expressivamente
superiores as observadas sobre a germinacdo. Das espécies
receptoras, a malicia apresentou os desenvolvimentos da radicula
e do hipocétilo inibidos em niveis superiores aos do mata-pasto,
com excegdo da concentragdo a 20 mg/L tanto para radicula quan-
to para o hipocétilo, ainda assim, com niveis de inibi¢do superio-
res a 66%. Das duas espécies de invasoras, o mata-pasto foi aquela
que evidenciou maior sensibilidade aos efeitos de S, com redu-
¢oes da ordem de 81% na concentraciio de 20 mg/L, para inibicdo
do desenvolvimento da radicola e do hipocétilo.

Esses resultados indicam que S, tem maiores possibilidades para
inibir o desenvolvimento das plantas que a germinagdo das semen-
tes das espécies de plantas invasoras de pastagens analisadas.

Para a substincia S,, os efeitos observados das inibi¢des sobre
o desenvolvimento da radicula e do hipocétilo estiveram associa-
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dos a concentracido da substincia. As inibi¢des observadas sobre
esses dois parametros foram de magnitude inferior as observadas
sobre a germinagdo. Das espécies receptoras, o mata-pasto teve o
desenvolvimento da radicula inibido em niveis superiores aos da
malicia. O mata-pasto sofreu inibi¢des superiores a 20%, com des-
taque para a inibicdo de 47% na concentragdo de 20 mg/L. Para
inibi¢do do desenvolvimento do hipocétilo, a espécie receptora ma-
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Figura 2. Efeitos alelopdticos da catequina sobre a germinagdo das plantas
daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em percentual de inibi¢do
em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada. Médias seguidas de
letras iguais, maiiscula na coluna e miniscula na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (5%)
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Figura 3. Efeitos alelopdticos da catequina sobre o crescimento da radicula
das plantas daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em percentual
de inibigdo em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada. Médias
seguidas de letras iguais, maitiscula na coluna e miniscula na linha, ndo
diferem pelo teste de Tukey (5%)
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Figura 4. Efeitos alelopdticos da catequina sobre o crescimento do hipocdtilo
das plantas daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em percentual
de inibigdo em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada. Médias
seguidas de letras iguais, maitiscula na coluna e miniscula na linha, ndao
diferem pelo teste de Tukey (5%)
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licia apresentou inibi¢do superior a do mata-pasto, com destaque
para a inibicdo em torno de 45% na concentraciio de 20 mg/L.

Esses resultados indicam que S, tem maiores possibilidades
para inibir a germinagdo das plantas que o desenvolvimento das
espécies invasoras de pastagens analisadas, visto que ndo apresen-
tou niveis de inibicdo regular para o desenvolvimento da radicula e
hipocétilo.
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Figura 5. Efeitos alelopdticos da epicatequina sobre a germinagdo das
plantas daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em percentual de
inibi¢do em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada. Médias
seguidas de letras iguais, maitiscula na coluna e miniiscula na linha, ndao
diferem pelo teste de Tukey (5%)
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Figura 6. Efeitos alelopdticos da epicatequina sobre o crescimento da
radicula das plantas daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em
percentual de inibi¢cdo em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.
Médias seguidas de letras iguais, maitiscula na coluna e miniiscula na linha,
ndo diferem pelo teste de Tukey (5%)
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Figura 7. Efeitos alelopdticos da epicatequina sobre o crescimento do
hipocdtilo das plantas daninhas malicia e mata-pasto. Dados expressos em
percentual de inibi¢do em relagdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.
Médias seguidas de letras iguais, maitiscula na coluna e miniiscula na linha,
ndo diferem pelo teste de Tukey (5%)
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