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RESUMO

BENTO, Charlyana de Carvalho. Machaerium acutifolium Vogel: uma analse quimica e
seus efeitos fitotoxicos. 2023. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Artes,
Ciéncias e Humanidades, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2023. Versao corrigida.

O uso intenso de agrotdxicos para aumentar a produtividade agricola em todo o mundo enfrenta
diversos problemas que incluem a sadde humana, além de grandes impactos ambientais e
sociais. Para minimizar os efeitos nocivos, principalmente ambientais, uma estratégia
interessante como recurso alternativo para auxiliar ou substituir o uso de agrotoxicos seria o
estudo de metabdlitos secundarios de plantas como as pertencentes ao género Machaerium. Os
estudos quimicos descritos na literatura e bioldgicos indicam o potencial dos extratos deste
género como fonte de controle natural de pragas, incluindo metabdlitos com acédo fitotdxica.
Este trabalho tem como objetivo estudar quimicamente e analisar o potencial fitotoxico de
extratos hidroetandlicos das folhas e galhos de Machaerium acutifolium. Os resultados obtidos
em experimentos de Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance/lonizacdo por
Electrospray Tandem Espectrometria de Massa permitem identificar putativamente vinte e sete
metabdlitos secundarios nas folhas e dezenove nos extratos de galhos de M. acutifolium. Os
extratos foram submetidos aos ensaios de fitotoxicidade contra sementes de Bidens pilosa e
Urochloa decumbens. Ambos os extratos mostraram um efeito de inibicdo semelhante na
concentragio de 0,8 mg. mL™? no comprimento da raiz de B. pilosa. O extrato de folhas
apresentou a mesma inibicdo para comprimento de hipocétilo e comprimento de raiz nas
concentragdes de 0,4 e 0,8 mg. mL? para U. decumbens. Essa a¢do observada possivelmente
estd associada ao efeito dos flavonoides e saponinas no extrato das folhas. Para o ensaio com
Danio rario os extratos ndo apresentaram toxicidade ou alteracdo no comportamento. Os
resultados obtidos indicam o potencial do extrato das folhas no desenvolvimento de um

herbicida natural.

Palavras-chave: Machaerium acutifolium. Flavonoides. Saponinas. Fitotoxicidade.



ABSTRACT

BENTO, Charlyana de Carvalho. Machaerium acutifolium Vogel: a chemical analysis and
phytotoxic effects. 2023. 70 p. Dissertation (Master of Science) — School of Arts, Sciences
and Humanities, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023. Corrected version.

The intense use of pesticides to increase agricultural productivity around the world faces several
problems that include human health, in addition to major environmental and social impacts. To
minimize negative effects, mainly environmental, an interesting strategy as an alternative
resource to help or replace the use of pesticides would be the study of secondary metabolites of
plants belonging to the genus Machaerium. Chemical and biological studies described in the
literature indicate the potential of extracts from this genus as a source of natural pest control,
including metabolites with phytotoxicity action. This work aims to chemically study and
evaluate the phytotoxic potential of hydroethanolic extracts from leaves and branches of
Machaerium acutifolium. The results obtained in experiments of Ultra High Performance
Liquid Chromatography/lonization by Electrospray Tandem Mass Spectrometry allow for the
putative identification of twenty-seven secondary metabolites in the leaves and nineteen in the
extracts of branches of M. acutifolium. The extracts were protected against phytotoxicity assays
against Bidens pilosa and Urochloa decumbens seeds. Both extracts had a similar effect at a
concentration of 0.8 mg mL™ on root length of B. pilosa. The leaf extract showed the same
continuity for hypocotyl length and root length at concentrations of 0.4 and 0.8 mg mL™ for U.
decumbens. This action is possibly associated with the effect of flavonoids and saponins in the
leaves extract. For the test with Danio rario, the extracts did not show toxicity or change in
behavior. The results obtained indicate the potential of the leaf extract in the development of a

natural herbicide.

Keywords: Machaerium acutifolium. Flavonoids. Saponins. Phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O aumento da producdo de alimentos em fungdo do crescimento demografico e da
expectativa de vida € uma questdo importante e complexa que a agricultura enfrenta atualmente.
O uso intenso de agrogquimicos, como pesticidas, herbicidas e fungicidas, tem sido uma das
estratégias adotadas para o controle de pragas e doencas que afetam as lavouras e, assim,
garantir maior produtividade (Demartelaere et al., 2021; Rodrigues et al., 2022). Esses produtos
quimicos ajudam a proteger de ataques de insetos, fungos, roedores, plantas daninhas e outros
organismos que podem causar danos as plantagdes e comprometer a seguranca alimentar
(Lopes; Albuquerque, 2018; Moraes, 2019). No entanto, o emprego exacerbado desses
agroguimicos pode promover um conjunto de efeitos negativos para a saude humana e bem

como seus impactos ambientais e sociais (Silva, 2013).

Orgdos ambientais, como o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (Ibama), sdo responsaveis por monitorar e regulamentar a producao,
importacdo, exportacdo e venda de produtos agroquimicos no Brasil. Em 2021, o Ibama
divulgou relatorio que envolveu 194 empresas registradas no pais, as quais forneceram
informacfes sobre a quantidade de agroguimicos produzidos, importados, exportados e
vendidos (Ibama, 2022). O envio desses relatorios por parte das empresas é uma forma de
acompanhar a quantidade e a movimentacdo desses produtos no mercado. Na tabela 1
apresentada a seguir, verifica-se a quantidade em toneladas dos 3 Ingredientes Ativos (IA) mais
vendidos por classes de uso dos produtos formulados, conforme o boletim mais recente

divulgado pelo Ibama.

Tabela 1 - Classes de agroquimicos, ingredientes ativos (1A), mais vendidos no Brasil em 2021

_ Quantidade Percentual
Classes Uso Organismo alvo

(ton. 1A) (%)

Herbicida Plantas daninhas 407.462.73 57 %
Fungicida Fungos 128.756,61 18 %
Inseticida Insetos 92.625,19 13 %

Roedores, formigas,
Outros cupim, acaros, 90.662,92 12 %

moluscos etc.

Fonte: Adaptado do IBAMA, 2022.
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De acordo com a tabela 1, os herbicidas foram os mais vendidos em 2021, o que
corresponde a mais de 400 toneladas e eles sdo utilizados no combate de plantas daninhas. O
Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit) tem registrado 101 ingredientes ativos
presentes nos herbicidas, sendo os mais vendidos: glifosato, 2,4-D; mancozebe, atrazina,
acefato e Paraquat (Silva, 2021, Ibama, 2022; Agrofit, 2022).

As plantas daninhas causam impactos negativos na producdo agricola. Os principais
efeitos adversos sdo competicao direta por espacgo, agua, luz e nutrientes. Algumas delas podem
servir como hospedeiras para pragas e doencas das plantacdes, além de afetarem negativamente
a qualidade dos produtos agricolas, impactando assim a produtividade com perdas econémicas
significativas (Salomao; Ferro; Ruas, 2020). Portanto, 0 manejo adequado faz-se necessario
para minimizar os impactos negativos, como € o caso da adocdo de rotacdo de culturas,
monitoramento das areas cultivadas, um investimento em herbicidas, equipamentos e méo de

obra adequados (Farooq et al., 2020).

Sob a perspectiva ambiental, o uso intenso de agroquimicos pode provocar a
contaminacao dos lencois freaticos, bacias hidrograficas, do solo, levando a extin¢ao de micro-
organismos essenciais para a ciclagem dos nutrientes no solo. Além disso, essa pratica pode
favorecer a selecdo de organismos resistentes aos defensivos agricolas utilizados, afetando a
flora e a fauna, o que pode de certa forma promover a reducdo de organismos vivos (Bohner;
Araujo; Nishijima, 2013). O uso de glifosato pode causar contaminacdo dos lencois freaticos,
reducdo da biodiversidade, afetar a reproducdo animal, intoxicagdo entre outros. Apesar da
variedade de produtos agroquimicos no mercado e seu uso intenso, algumas plantas daninhas

acabam se tornando resistentes (Bettiol; Morandi, 2009; Salomdo; Ferro; Ruas, 2020).

Os impactos desses agroquimicos relacionados a saude humana sdo alguns sintomas
como nausea, dores de cabeca e irritacfes cutaneas, e em casos de intoxicacdo grave, podem
causar efeitos como o diabetes, alguns tipos de cancer e até mesmo mas formacGes congénitas,
dependendo do tempo de exposicdo, quantidade do produto absorvido e toxicidade (Who,
2019). Os trabalhadores agricolas e populagdo do entorno das regides de grande aplicacéo
destes produtos, acabam sendo os mais vulneraveis aos efeitos nocivos e irreversiveis dessas

substancias.

A partir da necessidade de adequar o desenvolvimento socioecondmico com a

preservacao ambiental de forma sustentavel, diversas autoridades buscam estabelecer regras
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para que as substancias comprovadamente tdxicas sejam utilizadas dentro de limites minimos,
mas ainda ndo existe um padréo internacional. Esses valores modificam de acordo com o pais,
e em alguns casos, determinados agroquimicos sdo banidos ou de uso restrito (Matthews et al.,
2011), como é o caso de acefato e atrazina, amplamente empregados em nosso pais e sdo
proibidos na Unido Europeia (de Souza, 2021).

A elaboracdo de novos herbicidas naturais a partir de extratos de plantas podem
contribuir para atender uma série de metas globais definidas pela Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU), contemplando alguns Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que
entre outras acgdes, buscam iniciativas para a erradicacdo da pobreza e a caréncia alimentar,
promover a agricultura sustentavel, agir contra as mudancas climaticas e a perda da

biodiversidade, além de enfrentar outros grandes desafios (Menezes, 2019; UN, 2022).

A partir desse cenario, os ODS 2, 3, 12 e 15, que serdo abordados a seguir, podem ser
relacionados ao desenvolvimento de pesquisas que possam mitigar ou extinguir o uso de alguns
agroguimicos e um controle rigoroso destas substancias quimicas, através da promoc¢édo de
herbicidas a partir de bioativos (Bettiol; Morandi, 2009; UN, 2022).

Com a criagdo de novos herbicidas proveniente de extratos de plantas, € possivel
assegurar uma maior disponibilidade de alimentos com menor teor de residuos de agroquimicos
convencionais, fomentar a pratica da agricultura ecologicamente equilibrada, conforme a ODS
2 — “..aumentar a produtividade agricola, ...garantir sistema sustentavel de producédo de
alimentos”. O uso de herbicida natural pode auxiliar no controle do crescimento de plantas
daninhas. A seguranca alimentar melhora através do controle de plantas invasoras, ja que
elimina a presenga de residuos quimicos oriundos de herbicidas sintéticos, contribuindo com
uma pratica da agricultura sustentavel (Lima, 2019; UN, 2022). Além disso, os herbicidas
naturais podem ser uma alternativa mais segura contribuindo com a salde e o bem-estar de
todos, incluindo os trabalhadores agricolas e comunidades do entorno reduzindo a exposicao a
produtos quimicos nocivos a satde humana, atendendo assim o previsto na ODS 3 (Menezes et
al., 2019; UN, 2022).

Esses novos herbicidas naturais podem contribuir ainda com ODS 12 — “Consumo e
producdo responsaveis ”, 0s quais visam reduzir o uso intensivo de produtos quimicos, focando
no estudo de modos alternativos de se minimizar através de estratégias de cultivo. Herbicidas
naturais sdo degradados mais facilmente no ambiente e reduzem a permanéncia de residuos

quimicos no solo e na agua. Além de promover um comércio justo com condi¢des de trabalho
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e remuneracdo adequadas (Moreira, 2019; Menezes et al., 2019; UN, 2022). Assim como 0
estudo das plantas dos diversos biomas brasileiros, que abriga uma vasta riqueza, é de grande
relevancia para preservacao de nossa flora, tanto da perspectiva quimica quanto bioldgica,
conforme descrito na ODS 15 “buscando proteger, recuperar...e deter a perda da
biodiversidade” (Menezes et al., 2019; UN, 2022). Neste contexto, uma das alternativas que
alguns grupos de pesquisas tém se dedicado ao longo dos anos, é no desenvolvimento de um
herbicida de origem natural para controlar o avanco de plantas daninha, com potencial
biodegradavel, menos toxico ao homem e ao meio ambiente e ainda que agregue valor

econdmico a um produto que envolva a flora nacional (Tahira et al., 2021a).

Os herbicidas naturais podem ser uma op¢do menos nociva no controle de plantas
invasoras, ja que se trata de compostos que podem ser originarias de plantas, fungos e bactérias
(Knogge, 1996; Dias, 2011). Atualmente tem-se disponiveis no mercado poucos herbicidas
naturais, como por exemplo o Tricovab® que é desenvolvido a base de Trichoderma
stromaticum e empregada no controle de “Vassoura de Bruxa” (Moniliophthora perniciosa). O
Quinclorac por sua vez, é produzido a partir do acido quinolinico, extraido de Nicotiana
tabacum L., utilizado na inibicdo do crescimento de plantas daninhas em campos de arroz
(Costa, 2009; Qiong et al., 2019).

O desenvolvimento de um novo produto se inicia com a avaliacédo da atividade fitotoxica
frente a diferentes alvos como por exemplo, Bidens pilosa L. (picdo preto), Euphorbia
heterophylla L. (leiteiro) e Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster (braquiaria). De acordo
com a literatura, diversos extratos de plantas possuem propriedades alelopaticas, como os
extratos de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit,
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. e Machaerium eriocarpum Benth. com efeitos alelopaticos,
alterando a taxa de germinacdo inibindo o crescimento foliar de Bidens pilosa (Krenchinski et
al., 2017; Costa et al., 2018; Pierobon, 2017; Bento et al., 2018).
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1.1 GENERO Machaerium

Machaerium Persoon é um dos maiores géneros de arvores tropicais pertencentes a
familia Fabaceae, da subfamilia Papilionoideade. Este género engloba cerca de 130 espécies,
com uma ampla distribuicdo principalmente na regido neotropical, estendendo-se do sul do
México até norte da Argentina, com apenas duas espécies no Caribe e costa oeste da Africa. E
conhecida popularmente como “Jacaranda” (Polido; Sartori, 2011). O Brasil € reconhecido
como a regido central da diversidade para Machaerium, com aproximadamente 75 espécies que
se distribuem por diferentes regides do pais. Desse total, 44 espécies sdo endémicas (Filardi;
Cardoso; Lima, 2022).

De acordo com a literatura, espécies como Machaerium stipitatum, M. eriocarpum, M.
multiflorum, M amplum, M. hirtum e M. acutifolium destacam-se pelas suas propriedades
medicinais, com uso etnofarmacoldgico, no tratamento de feridas, infec¢bes na boca, dor de
estdbmago, Ulceras, tosse, diarréia e colicas menstruais (Diaz et al., 2011; Amen et al., 2015;
Ribeiro et al., 2016; Bento et al., 2018; Sannomiya et al, 2020 Muhammad et al., 2020; Santos
et al., 2021). Além disso, apresentam uma importancia econdmica e ecoldgica, pois sdo
utilizadas na recomposicdo de areas degradadas e o caule empregado na marcenaria, pecas

artesanais, fabricacédo de rolhas, entre outros (Bastos, 1987; Pott; Pott, 1994; Melo et al., 2021).

Os estudos quimicos dos extratos de espécies de Machaerium identificam diversas
classes de produtos naturais, dentre elas benzoquinonas, arilcoumarinas,
cinamilfendis, quinonas, estirenos, triterpenos, esteroides, saponinas e principalmente a
ocorréncia de flavonoides. Dentre os flavonodides encontram-se as isoflavonas, pterocarpanos,
neoflavonas, flavanonas, chalconas e flavonas (Tangerina, 2012; Patron-Gonzéalez; Rios, 2021;
Tahira, 2022; Bento et al., 2022). Estas classes de substancias sdo reconhecidas por inimeras
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antibacteriana, antiparasitaria, antifingica, anti-
inflamatoria e antioxidante (Seo et al., 2001; Diaz et al., 2011; Bento et al., 2018; Lopes et al.,
2020; Muhammad et al., 2020; Tahira, 2021b).

Segundo o levantamento realizado por Tahira (2021b), apenas 11 % das espécies
pertencentes ao género Machaerium foram estudadas do ponto de vista quimico e/ou bioldgico.
Em complementacéo a este levantamento em bases de dados (Periodicos da Capes, Pubchem,
SciFinder e Google scholar), observou-se pesquisas adicionais envolvendo outras espécies do

género, como é o caso do extrato hidroetandlico das folhas de M. eriocarpum. Este extrato e
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um flavonoide dele isolado, a isovitexina, apresentam atividade alelopatica em raizes de pepino
e sorgo nas concentragdes de 500 e 1000 mg. L™t Além disso, foi relatada sua ac&o
antimicrobiana frente a Helicobacter pylori e Candida albicans com uma CIM de 62,5 e 250
ug. mL, respectivamente (Bento et al., 2018; Sannomiya et al., 2020). O estudo do extrato
hidroetandlico de M. hirtum demonstra uma agdo anti-inflamatoria in vivo nas doses 125 e 250
mg. kg, bem como efeito antinociceptivo na concentragdo de 62,5 mg. kg (Lopes et al.,
2020). O extrato bruto e fracdes das folhas M. opacum apresenta um efeito inseticida sobre as
formigas Atta sexdens Linnaeus, que pode estar associado aos terpenos e flavonoides presentes
nesta espécie (Santos et al., 2021). Estes dados indicam o potencial dos extratos de espécies

pertencentes ao género Machaerium para as diversas atividades bioldgicas.

1.2 ESPECIE Machaerium acutifolium Vogel

Machaerium acutifolium é popularmente conhecida como “jacaranda do campo”,
“jacarandd  bico de pato”, ‘“jacarandd caroba” e ‘“canzileiro do cerrado”.
Caracterizada pelo habito estritamente arbdreo e inerme; de 4-8 metros de altura; lenticelas
esbranquicadas no caule e ramos; caule com sulcos longitudinais e cicatrizes horizontais,
amarronzados e com folhas alternadas (Sartori; Tozzi, 1998) (Figura 1). A floragdo ocorre
durante os meses de junho a dezembro e com frutificacdo simultanea de junho a setembro
(Polido; Sartori, 2007).

Figura 1 - Machaerium acutifolium (A) Aspecto geral dos ramos, (B) Inflorescéncia paniculada,
com estandarte enegrecido, na face externa e esbranquicada, na face interna, (C)

Samara imatura, com mancha préximo a base
S, P —
Y W
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Possui sinonimia com Machaerium muticum (Benth.), Machaerium atratum
(Mohlenbr.) Yakovlev e Sweetia atrata Mohlenbr (Filardi; Cardoso; Lima, 2022; WFO, 2022).
Pode ser confundida com M. brasiliense e M. villosum devido a semelhanca na forma e
dimenséo dos foliolos. M. brasiliense s&o vilosos e seus foliolos sdo glabros, enquanto em M.
villosum eles s@o cobertos por uma fina camada de velutinos em ambas as faces (Polido; Sartori,
2011).

Essa espécie esta distribuida em varias regides do Brasil, incluindo o Norte, Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, ocorrendo preferencialmente nas regides da Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (Filardi; Cardoso; Lima, 2022) (Figura 2).

Figura 2 - Distribuicdo geografica de Machaerium acutifolium no Brasil

§

-
F

Empregada em projetos de paisagismo e na restauracdo de areas degradadas

Fonte: Filardi; Cardoso; Lima, 2022.

(Universidade Federal Do Mato Grosso, 2020). Além disso, seu uso etnofarmacologico € como
diuréticos, sudoriferos, anticoncepcionais, no tratamento de sindrome de dor menstrual e dor

de estdbmago (Barbosa; Pinto, 2003).
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Do ponto de vista quimico, a literatura relata estudos envolvendo o extrato benzénico
do cerne da madeira de M. acutifolium, do qual foram isolados cinamilfenol, etilbeno,
pterocarpano e isoflavanas (Ollis et al., 1978; Ollis et al., 1968). Segundo Carvalho e
colaboradores (2019), o estudo quimico do extrato etanodlico das folhas desta mesma espécie
por Espectrometria de Massas acoplada a um ion trap com interface de lonizagdo por
Electrospray e insercdo direta da amostra (FIA-ESI-IT-MS) permitiu a deteccdo de flavonois e
isoflavonoides. Em estudo posterior, Melo e colaboradores (2021) descreveram a atividade
larvicida do extrato acetato de etila do tronco de M. acutifolium em relacdo ao Aedes aegypti
com um valor de LCso de 205mg. L1 A lectina purificada a partir da semente de M.
acutifolium apresenta atividade antifungica contra Candida parapsilosis com ICso de 9 uM
(Dias et al., 2020). O extrato aquoso das folhas de M. acutifolium foram avaliados quanto a
atividade alelopatica na germinacdo de sementes de Lactuca sativa (alface), a partir da
concentracdo de 20 % houve uma reducdo significativa na taxa de germinagéo e a inibicdo

completa com o extrato 100 % (Povh et al., 2007).

1.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Uma das principais finalidades do estudo de metabdlitos secundarios como fontes de
herbicida natural, é reduzir as contaminacfes de &reas e organismos ndo-alvos por herbicidas
sintéticos, além de seus beneficios ambientais. Existem relatos de que algumas espécies de
Machaerium tém efeitos alelopaticos devido a presenca de cumarinas, flavonoides, esteroides,
glicosideos e triterpenos, as quais apresentam acgdes fitotoxicas (Povh et al, 2007; Bento et al.,
2018; Tahira, 2021b). A busca por atingir as metas definidas nos ODS vem estimulando a
descoberta de novas tecnologias para o controle de ervas daninhas e outras pragas agricolas
com base em produtos naturais a partir de plantas. A atividade alelopatica tem sido sugerida
como uma das alternativas para diminuir o uso excessivo de herbicidas. A verificacdo dos
efeitos alelopéticos tem sido feita por meio da aplicacdo de extratos vegetais, cComo nos ensaios
fitotoxicos (Pires; Oliveira, 2011; Souza et al., 2019; Santos et al., 2022). Este ensaio consiste
em monitorar a germinacdo de sementes e o crescimento inicial de espécies daninhas como
Bidens pilosa (picédo preto) e a Urochloa decumbens (braquiaria), sob a presenta de extratos de
plantas (Silva et al., 2011; Costa et al., 2018; Bonfim et al., 2018).



23

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por agroquimicos tem aumentado
progressivamente em todo mundo, podendo acarretar efeitos adversos em organismos nao alvo,
como os peixes (EI-Nahhal, 2018; Wang et al., 2023). Entretanto, pouco se sabe sobre 0s riscos
toxicologicos e efeitos letais de extratos de plantas em organismos ndo-alvo. Ainda assim, ha
uma necessidade de avaliar adequadamente os extratos de plantas contra alguns organismos
modelo, como o caso do Danio rerio, também conhecido como peixe-zebra ou paulistinha
(Zhao et al., 2019; Vasconcelos et al., 2020; de Carvalho et al., 2020; Brito et al., 2022).

O Danio rerio é frequentemente empregado em avalia¢c6es de qualidade da dgua devido
ao seu pequeno porte, sensibilidade a estimulos ambientais como poluentes e embrides
transparentes (Martinez et al., 2020; Abe et al., 2021). Portanto, a aplicacdo do peixe-zebra
como modelo de organismo permite a investigacao dos efeitos toxicos dos extratos de plantas
em organismos ndo-alvo. Os experimentos envolvendo esse organismo, tornam possivel uma
avaliacdo mais abrangente dos efeitos adversos associados ao uso de extratos como potencial
herbicida, fornecendo informacdes valiosas para a protecdo de organismos ecoldgicos e a
manutencdo do equilibrio ecoldgico (Modarresi Chahardehi et al., 2020; Wang et al., 2023).
Assim, o desenvolvimento de herbicidas naturais a partir de extratos vegetais, devem estar
associados a ensaios que sinalizem sua acdo e seguridade, como é o caso de fitoxicidade e

ecotoxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar o estudo quimico e bioldgico dos extratos hidroetanélicos das folhas e galhos
de Machaerium acutifolium, a fim de identificar os metabdlitos secundarios e avaliar o potencial

herbicida dessa espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil quimico dos extratos hidroetanélicos das folhas e galhos de M. acutifolium
através das técnicas de cromatografia de alta performance acoplada a detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD-UV) e a Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance/lonizacédo por
Electrospray Tandem Espectrometria de Massa (UHPLC-ESI-MS/MS);

- Avaliar a atividade fitotoxica dos extratos frente a sementes de Bidens pilosa e Urochloa

decumbens;

- Investigar a toxicidade dos extratos frente a espécie de Danio rerio.
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3 METODOS

3.1 ETAPA BOTANICA

A coleta dos galhos e folhas de Machaerium acutifolium Vogel foi realizada pela
taxonomista Profa. Dra. Angela Lucia Bagnatori Sartori nas proximidades do Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS). O espécimen encontra-se
localizado nas seguintes coordenadas geograficas 20°30°18.0”S 54°37°02.0”W, regido
Pioneiros, na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul — Brasil. A exsicata se encontra
depositada no Herbario CGMS/UFMS com a identificacdo CGMS 78108 e o material vegetal

encontra-se registrado junto ao SisGen sob o protocolo AAC0301.

3.2 ETAPA QUIMICA

3.2.1 Extracéo

O material vegetal foi seco em estufa de ventilacdo a 40 °C durante o periodo de 15 dias.
Em seguida, galhos e folhas foram separados, cortados em pedagos menores e pulverizados

separadamente em moinho de facas, a um tamanho médio de particula de 1 a 3 mm.

O po de cada Orgédo vegetal separadamente foi submetido ao processo de extragao por
percolacdo exaustiva empregando-se etanol 70 % (Prista, 1995; Migliato et al., 2011). O
processo teve inicio com o intumescimento prévio de aproximadamente 510 g do p6 das folhas
e 300 g do p6 dos galhos — cada um deles com 1,0 L de etanol 70 % (v/v), em seguida o
percolador foi empacotado com a mistura (pé + etanol 70 %). A coleta da solugéo extrativa foi
iniciada apds 48 h. O processo foi feito da forma mais homogénea possivel, respeitando a
proporc¢do 4:1 (cada 4 referentes ao percolador e 1 do p6 vegetal) em relagdo ao tamanho do
percolador. A vazdo do percolador foi ajustada para aproximadamente 30 gotas/min de material
vegetal. Apds extracdo, a solucdo extrativa foi rotaevaporado sob pressdo reduzida em
temperatura de 40 °C, o extrato foi armazenado em frasco ambar, previamente pesado e
identificado. Ap0s a evaporacdo total do solvente, foram obtidos 106,0 g de extrato das folhas
de M. acutifolium (Macf) e 48,0 g de extrato dos galhos de M. acutifolium (Macg) o que

corresponde a 21 % e 16 % de rendimento, respectivamente.
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3.2.2 Triagem cromatografica: Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
(CCDC)

Os extratos passaram inicialmente por uma triagem por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC), empregando diferentes misturas de fases mdveis e reveladores,

a fim de se avaliar e identificar a classe de produtos naturais presentes (Wagner; Bladt, 1996).

Para a analise das classes de compostos quimicos, os extratos das folhas e dos galhos de
M. acutifolium foram solubilizados com metanol e posteriormente aplicados em cromatofolhas
de aluminio de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UV 20 x 20 cm (Sigma-Aldrich).
A fase mdvel com melhor resolucdo para as substancias ali presentes foi empregando-se a
mistura dos solventes acetato etila/acido acético/acido férmico/agua nas proporgdes de
100:11:11:26 (v/v). As placas foram visualizadas sob radiag¢éo ultravioleta (254 nm e 365 nm)
apos a aplicacdo dos seguintes reveladores: anisaldeido sulfurico modificado ou NP/PEG

(difenilboriloxietilamina /polietilenoglicol) (Wagner; Bladt, 1996).

3.2.3 Doseamento dos fenois totais dos extratos de folhas e galhos de M. acutifolium

Foi empregado o método de Folin-Ciocauteau para determinacgéo de fenois totais (Silva
et al., 2020). A curva de calibracdo, construida utilizando 8 dilui¢bes da concentracdo de acido
galico, variando de 87,5 mg. Lt a 700 mg. L, a partir de uma solucéo estoque de 875 mg. L.
Os extratos das folhas e galhos de M. acutifolium foram preparados na concentracéo de 1 mg.

mL™.

Para a determinacdo do doseamento dos fendis totais foram adicionados em microtubos
1.560 pL de agua Milli-Q, 40 uL dos extratos de M. acutifolium, 100 uL do reagente Folin-
Ciocauteau e 300 pL de uma solucéo saturada de carbonato de sodio (Na2COz). Apos 2 horas
de reacdo, forma adicionadas aliquotas de 200 pL de cada microtubo em uma placa de 96 pogos

para a realizacdo da leitura em 760 nm.

Os valores das absorbancias das amostras dos extratos foram extrapolados na curva

padrédo de acido galico, obtendo-se os valores em massa equivalentes ao acido galico (EAG).
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3.2.4 Doseamento dos flavonoides totais dos extratos de folhas e galhos de M. acutifolium

A determinacao dos flavonoides totais foi realizada utilizando a reacdo com cloreto de
aluminio (AICI3) (Alves; Kubota, 2013; Bezerra, 2018). Para tanto, foi empregada uma solucao
de concentracdo 50 mg. mL™ de cloreto de aluminio.

A curva padrdo de rutina foi elaborada a partir de 10 dilui¢des nas concentracGes de 3,0
ug. mL™ a 60 pug. mL™ a partir de uma solucgdo estoque de 0,1 mg. mL™. Os extratos foram

preparados na concentracdo de 1 mg. mL™.

O doseamento dos flavonoides totais foi adicionado em microtubos 0,5 mL da amostra
dos extratos de M. acutifolium e 0,5 mL da solucdo de cloreto de aluminio. Ap6s 15 minutos
de reacdo, as aliquotas de 200 pL de cada microtubo foram adicionadas em uma placa de 96
pocos para a realizacdo da leitura em 420 nm. Os valores das absorbancias das amostras foram

extrapolados na curva padrdo de rutina, obtendo-se os valores em massa equivalentes a rutina.

As leituras de fendis totais e flavonoides totais foram realizadas usando um
espectrofotdbmetro para microplacas (Elisa) da Synergy™ H1. Cada ensaio foi executado em
triplicata, e os resultados tratados e representados com média + desvio padrdo no programa
Origin Pro 8.5.

3.2.5 Analises dos extratos por HPLC-DAD-UV

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
fotodiodos de varredura do espectro no ultravioleta (HPLC-DAD-UV) foram desenvolvidas em
um Cromatografo Agilent 1260 equipado com célula de fluxo de 60 mm com velocidade de
deteccdo em 80 Hz e detector por arranjo de fotodiodos de varredura de espectro no ultravioleta
e visivel (200 - 600 nm). Para as analises em escala analitica foi empregado como fase
estacionaria uma coluna Zorbax Eclipse plus de fase reversa Cis (150 x 4,6 mm) e 3,5 um de
diametro de particula mantida a 45 °C, com um fluxo de fase mével de 1,0 mL. min e 3 uL de
volume de injecdo de amostras, preparadas na concentragdo de 1 mg. mL™. Os comprimentos
de onda utilizados para registro dos cromatogramas foram em 254, 280, 325 e 352 nm. O
sistema de eluicdo em modo gradiente consistiu em agua acidificada com 0,1 % de acido acético
(eluente A; Synth) e acetonitrila (ACN) (eluente B; Merck) na seguinte programacao: 0 a 6 min,
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10% B,de6a7min,10a15% B, de 7a 22 min, 15 % B, de 22 a 23 min, 15a 20 % B, 23 a
33 min, 20 % B, 33 a 34 min, 20 a 25 % B, 34 a 44 min, 25 % B, 44 a 54 min, 25 a 50 % B, 54
a 60 min, 50 a 100 % B, 60 a 65 min, 100 % B.

3.2.6 Analise dos extratos de M. acutifolium por UHPLC-ESI-IT-MS/MS

As analises dos espectros de massas foram realizadas em um espectrémetro de massas
LCQ FLEET (UHPLC-PDA-ESI-IT-MS", Thermo Scientific®). Para a separagdo
cromatogréfica foi utilizado o sistema UHPLC-ESI-IT-MS", coluna de fase reversa Acquity
UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm 1,7 um). A separacdo cromatografica foi realizada em modo
gradiente: 0-1,5 min (12-15 % ACN); 1,5-4 min (15-25 % ACN); 4-5,5 min (25-29 % ACN);
5,5-7 min (29-32 % ACN); 7-8,5 min (32-50 % ACN); 8,5-10 min (50-65 % ACN); 10-12,5
min (65-70 % ACN); 12,5-14 min (70 % ACN); 14-17min (70-100 % ACN) e 17-20 min (100
% ACN) sob uma vazio de 0,350 mL. min™, temperatura capilar 350°C, nitrogénio como gas
de névoa e vacuo de 1,14 Torr. As fases moveis utilizadas foram: agua (A) e acetonitrila (B)
ambas acidificada com acido formico a 0,1%. As matrizes estudadas foram analisadas no modo
de ionizacdo por electrospray (ESI) e as fragmentagbes em mltiplos estagios (MS?, MS® e
MS") realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a
geracao e analise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 0s demais
experimentos em multiplos estagios (MS"), nas seguintes condicdes: voltagem do capilar -4 V,
voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 350°C e gas de arraste (N2) com o fluxo 60
(unidades arbitrarias). A faixa de aquisi¢cdo foi m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de

varredura realizados simultaneamente no espectrometro de massas LCQ.

O primeiro evento se deu através da varredura completa (full-scan) do espectro de
massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais eventos de MS"
foram realizados a partir dos dados dessa primeira varredura para ions precursores pré-
selecionados com energia de colisdo de 25 e 30 % da energia total do instrumento. Para
aquisicdo e processamentos dos dados espectrométricos foi utilizado o software Xcalibur

(Thermo Scientific®).
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3.2.7 Quantificagdo de flavonoides

Para a construir curva de calibracdo, o padrao de quercetina foi solubilizado em metanol
grau HPLC (2 mg. mL™) e filtrada com filtro de seringa de 0,45 pm. A solugéo obtida foi diluida
em uma faixa de concentragdo de 2 - 1600 pg. mL™, resultando em dez solugdes padrdo. As
amostras foram analisadas em triplicata por HPLC-DAD-UV, com um volume de injecdo de 3
uL. A temperatura da coluna fixada em 45°C e 0 método cromatografico constituido por uma
mistura de solventes A (0,1 % acido acético em agua) e B (acetonitrila) de: 0—6 min (10 % B);
6—7 min (10-15 % B); 7-22 min (15 % B); 22-23 min (15-20 % B); 23-33 min (20 % B); 33—
34 min (20-25 % B); 34-44 min (25 % B); 44-54 min (25-50 % B); 54-60 min (50-100 % B).
As areas médias dos picos versus a concentracdo de cada analito foram usadas para construir a

curva de calibracéo para cada substancia.
Equacio obtida para quercetina: y = 16733 x — 58,90; R? = 0,9990

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados respectivamente

para quercetina como 0,061 e 0,185 pg. mL™.

3.3 ETAPA BIOLOGICA

3.3.1 Ensaio Fitotéxico

O extrato hidroetandlico das folhas e dos galhos de M. acutifolium foram submetidos
ao ensaio de fitotoxicidade para avaliar seus efeitos sobre a taxa de germinagdo, comprimento
do hipocétilo (ou parte aérea) e comprimento da raiz de duas espécies de plantas daninhas alvo:
Bidens pilosa (picéo preto) e Urochloa decumbens (sinonimia Brachiaria decumbens) (capim-
braquiaria) . O comprimento do hipocotilo foi avaliado para B. pilosa, enquanto o comprimento

da parte aérea foi medido para U. decumbens (Novaes; Torres; Santos, 2016).

Foram utilizados microplacas de seis pogos, cada um deles foi forrado com papel filtro
e adicionado dez sementes em cada um deles. Posteriormente, 1,0 mL das solu¢des dos extratos
de M. acutifolium nas concentragdes de 0,2 mg. mL?, 0,4 mg. mL* e 0,8 mg. mL™ em soluc&o
tampdo MES/NaOH (acido 2-[N-morfolino] etanossulfénico e hidroxido de sodio a 1M) (pH

6,0) contendo 0,5 % de DMSO foi incorporado em cada pogo. Além disso, foi incluido um
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controle negativo adicionando 1 mL da solugédo tampdo. Para cada concentracdo foram

realizadas seis repeticdes.

Por fim, as microplacas foram fechadas com Parafilm ®, na sequéncia incubadas em
camara de cultivo em BOD (Biochemical Oxigen Demand), sob fotoperiodo de 12 horas a 25
°C. O periodo de incubacédo durou 7 dias para B. pilosa e 8 dias para U. decumbens. Apos este
periodo, as microplacas foram transferidas para um freezer e mantidas por 24 horas para
interromper o crescimento das mudas. Posteriormente, as mudas contidas nas microplacas
foram descongeladas, cuidadosamente esticadas e digitalizadas. O software ImageJ foi utilizado
para medir o comprimento do hipoc6tilo (ou parte aérea) e 0 comprimento da raiz, enquanto a

taxa de germinacdo foi avaliada pela contagem do nimero de plantulas germinadas.

O GraphPad Prism 8 foi usado para processamento de graficos e analises estatisticas. Os
dados obtidos foram expressos em porcentagem do controle negativo. O calculo consistia em
subtrair a medida da amostra tratada da medida do controle negativo, dividir o resultado pela
medida do controle negativo e multiplicar por 100. Zero representa o0 controle negativo,
enguanto valores negativos indicavam inibicdo do crescimento e valores positivos indicavam
estimulacdo do crescimento. As médias foram comparadas exclusivamente com o0 grupo
controle para determinar as diferencas significativas nos efeitos fitotdxicos dos extratos Macf

e Macg nas espécies de plantas daninhas em estudo.

3.3.2 Teste de toxicidade aguda

Os individuos de peixe-zebra (Danio rerio) jovens/adultos de ambos 0s sexos com
tamanho e peso semelhantes, foram adquiridos do mercado de peixes de Santo André (Sao

Paulo, Brasil).

Os ensaios de toxicidade dos extratos de folhas e galhos de Machaerium
acutifolium foram preparados de acordo com a metodologia proposta em OECD 203 (2019).
Para isso, os peixes foram distribuidos em aquarios de vidro de 22 litros contendo agua da
torneira sem cloro e uma bomba de ar com filtro submerso a 26 °C, sob ritmo circadiano (12:12h

claro/escuro).

O experimento foi feito em triplicata, os peixes (n = 10/grupo) tratados via oral, com 20

KL de solucgdo do extrato bruto de M. acutifolium e veiculo (DMSO 10 %), nas concentragdes



31

de 0,1 mg. mL?%, 05 mg. mL? e 1,0 mg. mL?) ou 20 pL do veiculo (controle, dgua
destilada). Os individuos foram expostos as solucdes dos extratos das folhas e galhos de M.
acutifolium ou controle durante um periodo de 96 h (OECD, 2019; Lira et al, 2020). A
mortalidade em cada grupo registradas nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 h. Sempre que possivel,
determinou-se a concentracgdo letal capaz de ocasionar a morte de 50 % dos peixes (LCsg). O
procedimento foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso Animais — CEUA, do Instituto de
Biociéncias do Campus Litoral Paulista (UNESP-1B-CLP) (protocolo n° 07/2022-CEUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRIAGEM CROMATOGRAFIA E ANALISE POR HPLC-DAD-UV

Para avaliar o perfil cromatogréafico dos extratos hidroetandlicos das folhas (Macf) e
galhos (Macg) de Machaerium acutifolium, estes foram submetidos a varias analises em
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) em diferentes fases moveis. Uma
das fases mdveis que apresentou boa separacdo entre as substancias polares presentes nos
extratos foi empregando a mistura de solventes acetato etila/acido acético/acido formico/agua
nas proporcdes de 100:11:11:26 (v/v). A presenca de manchas amarelas/douradas com Rf de
0,2 e 0,5, apos revelacdo das placas cromatograficas sob luz ultravioleta nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm, seguida da pulverizagao com anisaldeido sulfarico modificado, pode ser
um indicativo da presencga de flavonoides de alta e média polaridade (Magozwi et al., 2021).
Enquanto manchas de coloracdo roxa e Rfs de 0,1 e 0,25 ap6s revelacdo com anisaldeido
sulfurico modificado, e sem absorcdo nos dois comprimentos de onda, pode sugerir a presenca
de saponinas (Stochmal et al., 2008). A presenca de uma mancha marrom em anisaldeido
sulfarico com Rf 0,15 indica a presenca de acucares nos dois extratos estudados (Paul et al.,
2012). De acordo com a placa cromatografica comparativa destas analises, indica que o extrato

dos galhos apresenta uma maior diversidade de saponinas do que o extrato das folhas.

Outra fase movel que apresentou boa separacéo entre as substancias polares presentes
nos extratos foi a mistura de solventes acetato etila/acido formico/agua nas proporgdes de 9:1:1
(v/v). Para efeitos comparativos aplicou-se ao lado dos extratos Macf e Macg o padrdo de
quercetina-3-O-galactosideo (QsOgal).

Para confirmar a presenca dos flavonoides e quais subclasses eles pertenciam, 0s
extratos de folhas (Macf) e galhos (Macg) foram analisados por HPLC-DAD-UV. De acordo
com os cromatogramas, é possivel observar uma maior diversidade de moléculas com absorgao

nos comprimentos de onda de 352 nm em Macf quando comparado com Macg (Figura 3).
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Figura 3 — A: Perfil cromatogréafico da analise por HPLC-DAD-UV em 352 nm do extrato
hidroetanolico dos galhos (Macg) de M. acutifolium e B: Perfil cromatografico da
analise por HPLC-DAD-UV do extrato hidroetandlico das folhas (Macf) de
Machaerium acutifolium em 352 nm

s

o4 IMJ’WMJ‘\N«M}W

v ¥ T T T T
10 20 3 2 20 20 ey

L

9027

10178

p— 0. 200

£
o
=
&
s |
| fl
AL
|
| ‘\.“_\_‘,'_ ¥ ‘.

o4 LU /L"-\'fwmw\f'».x/»m}“’lhw--- R

DEspectro UV caracteristico de esqueleto basico de flavona
(] Espectro UV caracteristico de esqueleto basico de flavonol

Fonte: autor, 2022.

A substancia com tempo de retencdo em 10,2 min pdde ser detectada no extrato de
folhas. De acordo com o espectro de absor¢do na regido do ultravioleta com duas bandas de
absorcéo na faixa de 320-385 nm para a Banda | e 250-285 nm para a Banda 11, referente ao
anel A. Esses dados sugerem a presenca de esqueleto de uma flavona (Figura 3B) (Ferreira,
2018). O estudo quimico dos extratos hidroetandlicos de folhas e galhos de M. eriocarpum e
M. hirtum e folhas de M. amplum ocorrem a presenca de flavonas C-glicosiladas derivadas da
apigenina e luteolina (Bento et al., 2018; Ribeiro et al., 2016; Sannomiya et al., 2020; Lopes et
al., 2020; Tahira, 2021b).
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J& os picos com tempo de retencdo em 11,5 min, 12,2 min e 12,7 min apresentam
espectros de ultravioletas caracteristicos de flavonois, através da presenca das bandas de
absorcdo em 256 e 354 nm (Figura 3A e 3B) (Santos; Schripsema; Kuster, 2005). No entanto,
anélises cromatograficas por UHPLC-ESI-IT-MS/MS foram realizadas para obtencdo de
maiores informacdes a respeito das classes de produtos naturais presentes nos extratos das

folhas e galhos de M. acutifolium.

4.2 DOSEAMENTO DE FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Para se avaliar o teor destes flavonoides nos extratos estudados, foram realizados os

ensaios de doseamento de flavonoides totais e bem como de fendlicos totais.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), os extratos de galhos e folhas de M.
acutifolium apresentam um teor de fendlicos totais similares. Na analise de flavonoides totais
usando como padréo a rutina, o extrato Macf apresenta um valor 13 vezes maior do que o0 extrato

Macg.

Tabela 2 - Resultados obtidos a partir do doseamento de fendis totais e flavonoides totais nos
extratos de folhas (Macf) e galhos (Macg) de Machaerium acutifolium
Fendis totais Flavonoides totais

Amostras (mg EAG/ g de (mg Rutina/ g de

extrato) extrato)
Macf 185+ 14 78,2+6,9
Macg 188 + 16 6,0+1,6

Fonte: autor, 2022.

De acordo com a quantificacdo realizada por HPLC-DAD-UV, o extrato Macf apresenta
um teor de flavonoides maior que o extrato Macg (Tabela 3). Vale ressaltar que esses dados
confirmam os dados observados previamente no perfil quimico dos extratos por HPLC-DAD-
UV (Figura 3).
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Tabela 3 — Quantificacdo de flavonoides (quercetina) presentes nos extratos de folhas (Macf) e
galhos (Macg) de M. acutifolium

Flavonoides
Amostras )
(mg quercetina. g extrato™?)
Macf 8,42
Macg 0,54

Fonte: autor, 2023.

4.3 ANALISE DOS EXTRATOS DE FOLHAS E GALHOS POR UHPLC-ESI-IT-
MS/MS

As analises UHPLC-IT-ESI-MS/MS foram aplicadas para identificar a composicéo
quimica dos extratos de M. acutifolium. No total, foram identificadas 45 substancias nas folhas
e galhos. Os resultados sugeriram a presenca de flavonas e glicosideos flavonois, e saponinas

com esqueleto do tipo soyasapogenol e hederagenina.

4.3.1 Identificagdo putativa do perfil quimico dos extratos hidroetanolico das
folhas de M. acutifolium

Para obter mais informacg6es sobre os constituintes quimicos presentes nos extratos das
folhas, com os estudos dos ions precursores e seus ions produtos foi possivel indicar trinta
metabdlitos secundarios no extrato das folhas de M. acutifolium (Figura 4) sendo 3 &cidos (2-
4), o dimero de proantocianidina tipo B (1), uma cumarina (6), uma chalcona (29), duas
isoflavonas (15 e 21), quinze flavonois (5, 7-20 e 23), quatro flavonas (22, 24-26) e duas

saponinas (27 e 28) (Tabela 4). Alguns deles estéo indicados na Figura 4.
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Figura 4 - Cromatograma de pico base (BPC) do extrato de folhas de M. acutifolium obtido por
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
tandem de ionizagdo por electrospray (UHPLC-IT-ESI-MS/MS). Os picos de

destaque representam algumas substancias listadas na Tabela 4
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Tabela 4 — Substancias identificadas pela analise UHPLC-IT-ESI-MS/MS do extrato
hidroetanolico das folhas de M. acutifolium

NUmero Tempo de Fragmento Substancia
N retencdo [M-H]- de fons . e Referéncias
substancia . identificada
(min) (m/2)
dimero de Amico et al.,
1 9,17 557 289, 267 proantocianidina ~ 2004; Pati et
tipo B al., 2006
173,11, Liu et al
2 9,19 191 155, 127, acido quinico 2021 h
111, 93, 85
acido 4- Song et al.,
3 919 267 249 aminobutirico 2005
353, 191, acido Lin; Harnly,
4 2 .
- 920 353 173 monocafeoilquinico 2008
sercetina-O-Hex- "2 verdd-
5 19,74 71 609 a x| Queraltetal,
2010
205, 187,
limetina
6 19,83 205 N El-Sayed et
¢} , 131, 111, 87 (5,7- al. 2017
dimetoxicumarina)
737, 609,
091,429,  quercetina-O-dHex | .
7 20,6 755 300, 271 Li etal., 2009

255

-Hex-dHex
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[{e)

21,4

21,91

22,18

22,24

23,59

23,98

24,04

24,21

24,93

739

755

593

739

741

623

769

285

725

593, 575,
473, 285,
255

737, 6009,
445, 301

447, 285,
284,
255, 227

593, 285

609, 301

315, 314,
300, 271,
255

623

285, 270,
267, 257

593, 285

kaempferol-O-
dHex-Hex-O-dHex

quercetina-O-Hex-
dHex-dHex

kaempferol-O-Hex-
dHex

(isbmero 1)

kaempferol-O-
dHex-Hex-dHex

quercetina-O-Hex-
dHex-O-pent

isorhamnetina-O-
dHex-Hex

kaempferol-O-
feruloil-Hex-dHex

prunetina

(isbmero 1)

kaempferol-O-
(Pent-O-dHex)-Hex

Ghareeb et
al., 2018

Ghareeb et
al., 2018

Inbaraj et al.,
2010

Carvalho et
al., 2022

Simirgiotis et
al, 2015

Zhuan-Hong
et al, 2016

Linetal.,,
2014

Madeira;
Borges;
Floréncio,
2010

Roriz et al,
2014

38



25,44

25,45

25,99

27,65

27,67

29,08

31,86

33,54

301

609

609

593

285

607

593

283

273, 257,
229, 179,
151

301, 179

301, 179

447, 285,
284,
255, 227

285, 270,
267, 257

487, 461,
447, 443,
341, 300,
299, 284

447, 285,
284,
255, 227

283, 268,
240, 239,
223, 212,
196, 163

quercetina

quercetina-O-Hex-
dHex

quercetina-O-Hex

kaempferol-O-
dHex-Hex-Hex
(isbmero 2)

Prunetina

(isbmero 2)

diosmetina-O-Hex

kaempferol-O-
dHex-Hex-Hex
(isbmero 3)

wogonina

(isbmero 1)

Pascale et al.,
2020

Teixeira et
al., 2020

Guetal.,
2012

Zhuan-Hong
etal., 2016

Madeira;
Borges;
Floréncio,
2010

Brito et al.,
2014

Zhuan-Hong
etal, 2016

Han et al.,
2007



25 33,74
26 35,65
27 35,95
28 39,62
29 57,47

283

283

941

941

255

283, 268,
240, 239,
223, 212,
196, 163

283, 268,
240, 239,
223, 212,
196, 163

923, 879,
733

923, 879,
733

256, 238,

228, 211,

187, 167,
127

wogonina

(isbmero 2)

wogonina

(isbmero 3)

Soyasapogenol B-
AHex-Hex-dHex
(isbmero 1)

Soyasapogenol B-
AHex-Hex-dHex
(isbmero 2)

chalcona

40

Han et al.,
2007

Han et al.,
2007

Pollier et al.,
2011; Tahira,
2021

Pollier et al.,
2011; Tahira,
2021

Raslan et al.,
2021

Fonte: autor, 2023.

4.3.2 ldentificacdo putativa do perfil quimico dos extratos hidroetanolico dos

galhos de M. acutifolium

A fim de obter maiores informacdes das classes de substancias presentes no extrato

bruto dos galhos (Macg) de M. acutifolium, realizou-se experimentos por UHPLC-IT-ESI-

MS/MS, foi possivel detectar dezenove metabdlitos secundarios, sendo eles, acido quinico (2),

oito derivados C-glicosilados da apigenina (30-36), quatro saponinas do esqueleto de

Soyasapogenol A (37, 38, 39 e 41), trés esqueletos de Soyasapogenol B (27, 28 e 44), dois
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esqueletos de Soyasapogenol E (42 e 45) e trés esqueletos de Hederagenina (40 e 43) (Tabela

5). Algumas delas estdo indicadas na figura 5.

Figura 5 - Cromatograma de pico base (BPC) do extrato de galhos de M. acutifolium obtido por
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
tandem de ionizagdo por electrospray (UHPLC-IT-ESI-MS/MS). Os picos de
destaque representam algumas substancias listados na Tabela 5

RT: 0.00-60.00 SM: 5B

100 4105 44 NL:
] 7.00E5
7 Base Peak
90 m/z=
] 50.00-
60 38 e 39 2000.00
] = MS
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709 (1)
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§ 60]
3 1 42
< 50
s 1
e 30 35
§ 40 30 33 31.97 2172
] 2 4313
309
209
10] 4340
] 3144 (3371 146.22
23020 600 933 1195 1737 2241 2309 2998 g 2805 5574
n T T rrrrj
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (min)

Fonte: autor, 2023.
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Tabela 5 — Substancias identificadas pela analise UHPLC-IT-ESI-MS/MS do extrato
hidroetanolico de galhos de M. acutifolium

, Tempo de Fragmento o
Ndamero . de fons Substancia o
. retencdo [M-H]- - Referéncias
substancia ) Identificada
(min) (m/2)
. . Chansriniyom
2 9,3 191 173, 147,85 acido quinico
etal., 2021
Liang et al.,
575, 503, o 2019; Ferreres
apigenina-C-Hex-
30 21,8 593 473, 383, o et al, 2003;
C-Hex (isbmero 1)
353 Ferreres et al,
2018
Liang et al.,
575, 503, :
o - 173 33 apigenina-C-Hex- 2019; Ferreres
= ' 593 77 C-Hex (isomero 2)  etal, 2003;
353 Ferreres et al,
2018
545,473,  apigenina-C-Hex-
o Wang et al.,
32 23,7 563 443, 383, C-Pent (isdbmero
2019
353 1)
545,473,  apigenina-C-Hex-
) Wang et al.,
33 24,5 563 443, 383, C-Pent (isdbmero
2019
353 2)



25,6

29,1

31,0

33,7

35,1

34,7

563

769

739

957

811

941

545, 473,
443, 383,
353

679, 649,
709, 593,
575, 473,
353, 325

679, 649,

563, 545,

443, 383,
353

939, 895,
811, 767,
749, 631,
613, 541,
473, 453

793, 749,
649, 473

923, 879,
795, 751,
733, 633,
615, 597,
525, 457

apigenina-C-Hex-
Wang et al.,

C-Pent (isdmero
2019

3)

apigenina-C-Hex- de Camargo et
C-Hex-O-AHex al., 2021

apigenina-C-Pent-  Wang et al.,
C-(feruloil)-Hex 2019

Pollier et al.,
Soyasapogenol A-

2011; Llorent -
AHex-Hex-dHex )
o Martinez et al.,
(isbmero 1)

2015

Soyasapogenol A- )
Nascimento et
AHex-Hex

_ al., 2019
(isbmero 1)

Soyasapogenol B-  Pollier et al.,
AHex-Hex-dHex 2011; Tahira et
(isbmero 1) al., 2022
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35,6

35,6

35,1

44,2

37,3

957

955

811

939

809

939, 895,
811, 649,
473

937, 911,
893, 809,
747, 629,
611, 539,
471

793, 749,
649, 473

921, 877,
793, 731,
613, 595,
523, 465,
455

747, 647,

629, 585,

567, 471,
451

Pollier et al.,
Soyasapogenol A-

2011; Llorent -
AHex-Hex-dHex
Martinez et al.,

(isbmero 2)
2015
Hederagenina- Pollier et al.,
AHex-Hex-dHex 2011

Soyasapogenol A- )
Nascimento et

AHex-Hex
(isbmero 2) al. 2019
Pollier et al.,
2011,
Soyasapogenol E  Negri;Tabach,
(isbmero 1) 2013;
Nascimento et
al., 2019
Hederagenina- Pollier et al.,
AHex-Hex 2011
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Soyasapogenol B-  Pollier et al.,

923, 879,
28 40,0 941 — AHex-Hex-dHex  2011; Tahira,
(isbmero 2) 2021
Soyasapogenol B-  Pollier et al.,
923, 879, yasapog )
44 41,1 941 133 AHex-Hex-dHex  2011; Tahira,
(isbmero 3) 2021
Pollier et al.,
921, 877, 2011; Negri;
Soyasapogenol E
45 44,2 939 793, 631, o Tabach, 2013;
(isbmero 2) )
455 Nascimento et
al., 2019

Fonte: autor, 2023.

4.3.3 Caracterizacéo das substancias por UHPLC-IT-ESI-MS/MS

A fim de ilustrar, serd apresentado uma descricdo de como ocorreu 0 processo de
identificacdo de algumas das substéancias listadas nas tabelas 4 e 5, baseando-se nas informacodes
dos espectros de massas, levando-se em conta o ion precursor e os ions fragmentos gerados,

bem como as informacg@es disponiveis na literatura.

O 4acido quinico foi identificado pela presenca de [M-H] 191 (Masike et al., 2017;
Hernandez et al., 2018). No experimento MS? a partir do ion precursor de m/z 191, foram
gerados os fragmentos de m/z 173 [M-H20-H] e m/z 147 [M-H20-CO»-H]’, que correspondem
a perda de H20 e CO», respectivamente (Figura 6). Esta molécula é observada nos extratos de
folhas e galhos (Tabela 4 e 5).



46

Figura 6 - Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 191 em modo negativo
(35 eV), identificado como &cido quinico. Para informacdes referentes as condi¢Ges

espectrométricas, consulte a secdo experimental
Macf #3181 RT: 9.19 AV:1 NL: 8.98E2
F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 190.93@cid35.00 [5(
100 127.03

17311
90

80

70
84.94

93.03 171.02

59.06
03 S A FINER I TR A HH\‘
50 100 150

Fonte: autor, 2023.

Flavonoides: identificacao

com base nas informacdes espectrais ultravioleta e na anélise dos fragmentos MS, levando a
identificacdo da aglicona de quercetina em m/z 301 no modo negativo. Enquanto as substancias
ultravioleta e fragmentacdo de MS com base na aglicona de kaempferol em m/z 285 no modo
negativo. A substancia 13 apresentou um ion [M-H] em m/z 623 e um ion MS? em m/z 315

(isorhamnetina) foi identificado como isorhamnetina-O-deoxihexose-hexose (Figura 7).



47

Figura 7 - Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 623 em modo negativo
(35eV) - identificado como isorhamnetina-O-deoxihexose-hexose. Para informagoes

referentes as condi¢des espectrométricas, consulte a se¢do experimental

Macf #7943 RT: 23.98 AV:1 NL: 3.23E3
F: ITMS - c ESId Full ms2 623.21@cid35.00 [1¢
100 315.08

El)
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387.08 477.26 591.40 852.55

0
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
m/z

Fonte: autor, 2023.

A substancia 22 apresentou uma [M-H] em m/z 607 e a presenca dos ions fragmentos
em m/z 563 e 299 no experimento MS?, refere-se a diosmetina-O-hexose e diosmetina aglicona,
respectivamente (Brito et al., 2014). Segundo Madeira e colaboradores (2010), a prunetina
apresenta a partir do ion precursor de [M-H] 285 a perda de uma molécula de agua, gerando o
fragmento de ions de m/z 267, e os fragmentos de ions de m/z 257 e 229, que séo a perda de -
CO e 2x -CO, respectivamente. Assim, neste trabalho foram detectados ions precursores [M-

H] 285 que a presenca de dois isdbmeros de prunetina 15 e 21 (Figura 8).
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Figura 8 - Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 285 em modo negativo
(35 eV) - identificado como prunetina. Para informacdes referentes as condicdes

espectrométricas, consulte a secdo experimental

Macf #7991 RT: 24.21 AV:1 NL: 2.52E3
F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 285.03@cid35.00 [6¢

100 256.07
9
80
70
60
50
40

30

20 241,16 | 267.04

151.07 212.98
163.05

— TJ”x‘x‘x‘H‘ ‘m ‘H |

T LI | L L L AL L L L S LA N A E NN N BN N B HN N B B N B B N
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
m/z

10

106.87
L L
Fonte: autor, 2023.

As espécies do género Machaerium apresentam na constituicdo dos extratos polares a
presenca de flavonas-C-glicosiladas, conforme observado em M. amplum, M. hirtum e M.
eriocarpum (Tahira et al., 2022; Lopes et al., 2020; Bento et al., 2018). A glicosilacdo dessas
flavonas ocorre por meio de ligag6es C-C nas posicGes C-6 e C-8 da aglicona, onde os agUcares
mais observados sdo glicose, ramnose, arabinose e xilose (Cuyckens; Clayes, 2004). As perdas
de 120 Da e 90 Da sdo indicativas da presenca de substituintes hexose enquanto as de 90 Da e
60 Da, sdo de substituintes pentose de C-glicosideos (Cuyckens; Clayes, 2004). De acordo com
os estudos de Wu e colaboradores (2016), os C-glicosideos nas posicdes 6 e 8 de uma aglicona
diferem entre si, portanto é possivel inferir o tipo e a posi¢do dos aglcares no esqueleto da

flavona.

O ion molecular desprotonado de m/z 593, que corresponde as substancias 30 e 31,
presentes no extrato dos galhos (Macg). O experimento de MS/MS a partir do ion precursor de
m/z 593, houve a producéo dos ions fragmentos de m/z 575 [M-H20-H]", m/z 503 [M-90-H] e
m/z 473 [M-120-H]", os quais correspondem & perda de H2O e quebras internas de uma hexose,
respectivamente (Figuras 9; Tabela 5). Estas perdas anteriormente mencionadas indicam que a
hexose esta diretamente ligada ao esqueleto flavondides na forma de um C-glicosideo (Ferreres
et al, 2003; Ferreres et al, 2018). Por outro lado, a partir do ion fragmento de m/z 473, foram
gerados os ions fragmentos de m/z 383 e m/z 353, 0s quais indicam a perda de outra unidade de

hexose, e que, portanto, esta unidade estd ligada em outra porcdo do esqueleto de uma



49

apigenina. Estes dados permitem a confirmacdo de uma de apigenina-C-hexose-C-hexose,

identificada anteriormente em Machaerium.

Figura 9 - Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 593 em modo negativo
(35 eV) - identificado como apigenina-C-hexose-C-hexose. Para informacdes

referentes as condi¢Bes espectrométricas, consulte a se¢do experimental

Galhos_lc-ms-ms #1021 RT: 291 AV:1 NL: 3.45E3
F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 593.06@cid35.00 [1£
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Fonte: autor, 2023.

Os demais flavonoides observados neste extrato possuem suas identificagfes de modo

similar ao anteriormente descrito.

Saponinas: identificacdo

As saponinas triterpenos (27, 28, 37- 45, Tabelas 4 e 5) estdo presentes nas folhas e galhos
de M. acutifolium e foram identificadas provisoriamente. De acordo com Pollier e
colaboradores (2011), as clivagens glicosidicas das saponinas obtidas no espectro MS/MS
fornecem informacdes sobre os residuos de acUcar e a aglicona da saponina. Normalmente, o0s
residuos de aglcar sdo hexoses (glicose e galactose), deoxihexose (ramnose), pentoses (xilose
e arabinose) e &cido urénico (acido glicurdnico). Os espectros de MS/MS mostram perdas
tipicas como agua (-18 Da), residuo de galactosideo/glicosideo (-162 Da), residuo de

ramnosideo (-146 Da), arabinose (-150 Da) e acido glicurénico (-176 Da).

Nos espectros de fragmentacdo MS/MS para as saponinas foram detectados os ions

fragmentos de m/z 453-473 Da, que sdo caracteristicos de agliconas de triterpenos. Doze dessas
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agliconas (Soyasapogenol A, B e E; Hederagenina) séo do tipo oleanano. A literatura indica
que apenas a saponina 27 foi previamente observada no extrato hidroetanolico das folhas de M.
amplum (Tahira et al., 2022), enquanto as demais estdo sendo descritas pela primeira vez no

género Machaerium.

O ion precursor m/z 811 referente a substancia 38 e 41, presentes no extrato dos galhos
(Macg). O experimento de MS? a partir do ion precursor de m/z 811, gerou os fragmentos de
m/z 793 [M-H20-H] e 749 [M-H>0-CO2-H], os quais correspondem as perdas de agua e agua
com COg, respectivamente (Figura 10; Tabela 5). A perda de 162 unidades a partir do ion
molecular de m/z 811, promove a formagdo do fragmento de m/z 649 [M-Hex-H], indicando
assim a presenca de uma hexose. Este fragmento por sua vez, sofre uma clivagem perdendo 176
Da, indicando a perda sequencial de uma unidade de acido glicurdnico, ligado diretamente ao
esqueleto da saponina do tipo Soyasapogenol A, gerando o fragmento de m/z 473 [Aglicona-
H]". Esta saponina Soyasapogenol A-AHex-Hex foi identificada em folhas de Zornia

brasiliensis que pertence a familia Fabaceae (Nascimento et al., 2019).

Figura 10 - Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 811 em modo
negativo (35 eV) - identificado como Soyasapogenol A-AHex-Hex. Para
informacbes referentes as condicBes espectrométricas, consulte a se¢do

experimental

Galhos_lc-ms-ms #2253 RT: 8.38 AV: 1 NL: 1.37E4
F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 811.40@cid35.00 [2]
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Fonte: autor, 2023.

A substancia 27, 28 e 44, presentes em Macf e Macg. O experimento de MS? a partir do
ion precursor em m/z 941, originou os fragmentos de m/z 923 e 879, os quais correspondem as

perdas de dgua [M-H20-H] e agua com CO; [M-H20-CO»-H], respectivamente (Figura 11;
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Tabela 4 e 5). A perda de 146 Da a partir do ion molecular de m/z 941, origina o fragmento de
m/z 795 [M-dHex-H], indicando a presenca de um deoxihexose terminal. Este fragmento, por
sua vez, sofre uma clivagem perdendo 162 unidades, referente a perda sequencial de uma
hexose, dando assim, origem ao fragmento de m/z 633 [M-dHex-Hex-H]". Por fim, este
fragmento perde 176 Da, indicando que uma unidade de acido glicurénico ligado diretamente
ao esqueleto da saponina do tipo soyasapogenol B, gerando o fragmento de m/z 457 [Aglicona-
H]". Esta saponina Soyasapogenol B-AHex-Hex-dHex ja foi anteriormente identificada em
raizes de Medicago truncatula e no extrato hidroetanolico das folhas de M. amplum (Pollier et
al., 2011, Tahira et al., 2022).

Figura 11 — Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 941 em modo
negativo (35 eV) — identificado como Soyasapogenol B-AHex-Hex-dHex. Para
informacdes referentes as condicdes espectrométricas, consulte a secédo

experimental
Galhos_lc-ms-ms #2307 RT: 8.65 AV: 1 NL: 1.44E4

F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 941.37@cid35.00 [2¢
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Fonte: autor, 2023.

A substancia 40 o ion molecular desprotonado de m/z 955, presentes no extrato dos
galhos (Macg). O experimento de MS/MS a partir do ion precursor de m/z 955, formando 0s
seguintes ions de fragmentos de m/z 937 [M-H20-H] e 893 [M-H20-CO>-H], referente as
perdas de dgua e 4gua com COa, respectivamente (Figura 12; Tabela 5). A perda de 146
unidades a partir do ion molecular de m/z 955, origina o ion fragmento de m/z 809 [M-dHex-
H]", indicando a presenca de um deoxihexose terminal. Este fragmento, por sua vez, sofre uma

clivagem perdendo 162 unidades, referente a perda sequencial de uma hexose, dando assim,
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origem ao ion fragmento de m/z 647. A partir deste fragmento, houve a perda de 176 unidades,
indicando que uma unidade de acido glicurdnico esta ligada diretamente ao esqueleto da
aglicona da saponina, e que esta tem esqueleto do tipo hederagenina, gerando assim, o
fragmento de m/z 471 [Aglicona-H]. Esta saponina Hederagenina-AHex-Hex-dHex foi
identificada anteriormente em raizes de Medicago truncatula, que pertence a familia Fabaceae
(Pollier et al., 2011).

Figura 12 — Espectro de massas de primeira-ordem do ion precursor de m/z 955 em modo
negativo (35 eV) — identificado como Hederagenina-AHex-Hex-dHex. Para
informacdes referentes as condi¢cdes espectrométricas, consulte a secédo

experimental

Galhos_Ic-ms-ms #2361 RT: 891 AV: 1 NL: 1.84E4
F: ITMS - ¢ ESId Full ms2 955.40@cid35.00 [2£
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Fonte: autor, 2023.

A identificagdo das demais saponinas ali detectadas, se deram de modo similar a esta

anteriormente descrita.
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4.4 ENSAIO FITOTOXICO

A especie Bidens pilosa € considerada uma planta daninha muito agressiva e
competitivas, amplamente disseminada nos campos agricolas por todo o Brasil (Mondin et al,
2015). Enquanto Urochloa decumbens (capim-braquiaria) € uma forrageira utilizada como
pastagem e cobertura de solo, considerada uma espécie daninha pela sua dificil erradicacéo e
agressiva que invadir areas agricolas (Queiroz et al., 2014). A aplicacdo de agroquimicos para
0 controle dessas espécies em lavouras tem apresentado resisténcia aos herbicidas
convencionais (Ribeiro et al., 2019). Dessa forma os extratos Macf e Macg foram submetidos
ao teste de fitotoxicidade com sementes de B. pilosa e U. decumbens, com base nos indicadores
de taxa de germinacao, comprimento do hipocotilo (ou parte aérea) e comprimento da raiz. Os

resultados dos ensaios fitotoxicos sdo apresentados na Figura 13A e 13B.
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Figura 13 — Efeitos inibitorios (%) dos extratos de folhas (Macf) e galhos (Macg) na taxa de
germinacdo, comprimento do hipocétilo (ou parte aérea) e comprimento da raiz em
Biden pilosa (A) ou Urochloa decumbens (B). O controle negativo é representado
por zero, enquanto valores negativos indicam inibicdo do crescimento. Um
asterisco indica uma diferencga significativa quando comparado com o controle
negativo (p < 0,05). Os valores foram expressos como uma diferenca em
porcentagens do controle
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Fonte: autor, 2022.

No ensaio envolvendo B. pilosa, o parametro mais afetado pelos extratos das folhas e
dos galhos foi 0 comprimento da raiz. A inibig&o foi significativa na concentragéo de 0,8 mg.
mL* com valores proximos a 35 % (Figura 13A). A similaridade na atividade fitotdxica com
ambos 0s extratos indica que a utilizacdo do extrato bruto com os diversos compostos presentes

apresenta uma importante inibicdo no crescimento da raiz.

Para os ensaios envolvendo sementes de Urochloa decumbens, o extrato das folhas
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(Macf) apresentou a mesma inibi¢éo para o comprimento do hipocétilo e comprimento de raiz
nas concentracdes de 0,4 e 0,8 mg. mL™ (Figura 13B). Esses resultados destacam a maior
eficacia do extrato Macf, sugerindo que maior diversidade das classes de flavonoides
concomitantemente com as saponinas presentes nesse extrato pode ser responsavel pela agdo

fitotoxica.

Outras espécies de Machaerium apresentaram atividade fitotoxica, como € o caso do
extrato hidroetandlico de folhas de M. eriocarpum frente as sementes de sorgo e pepino na
concentracéo de 0,5 e 1,0 mg. mL™, esse estudo indica estar relacionada a presenca da flavona
C-glicosilada isovitexina (Bento et al., 2018). A fracdo enriquecida em flavonoides C-
glicosilados derivados de apigenina presentes no extrato das folhas de M. amplum apresentou
acdo fitotoxica no crescimento de raizes de cebola na concentracdo de 0,2 mg. mL™ (Tahira,
2021a).

De acordo com Mierziak e colaboradores (2014), os flavondides podem atuar na
modulagédo da resposta da planta a estresses, controlando assim o processo de transporte de
auxinas, que é um dos mais importantes fitormdnios que influenciam os processos de
desenvolvimento radicular, transicdo mitética e transcri¢cdo génica. As saponinas isoladas das
partes aéreas de Trifolium argutum Sol. apresentou atividade de fitotoxicidade superior a 60 %
de inibicdo do crescimento radicular de L. sativa na concentracdo de 333 uM (Pérez et al.,
2015). Saponinas isoladas de raizes de alfafa, como Hederagenina e Soyasapogenol tipos B
mostraram atividade contra ervas daninhas especificas do trigo (Waller et al., 1993). Assim, o
efeito dos flavonoides e saponinas no extrato das folhas de M. acutifolium, pode ter constituintes

com potencial fitotoxico nas sementes do capim-braquiaria.

4.5 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA EM PEIXE-ZEBRA

O Danio rerio (peixe-zebra) foi o organismo modelo escolhido para o teste
ecotoxicoldgico, avaliando a taxa de mortalidade dos individuos a exposicao as solugdes dos
extratos de folhas (Macf) e galho (Macg) nas concentragbes de 0,1, 0,5 e 1 mg. mL™.

Monitorando os individuos a cada 24 h durante um periodo de 96 h.

Ap0s a exposicao dos peixes, por via oral, aos extratos Macf e Macg, e o controle negativo

nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1 mg. mL™. Os resultados observados mostram que a exposicao
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nas concentracdes indicadas ndo foi letal para os individuos estudados (Tabela 6). A ocorréncia

da letalidade de um dnico individuo do grupo Macg a 0,1 mg. mL™ no periodo de 24 h,

provavelmente se deve a erro no manuseio do material.

Tabela 6 — Taxa de mortalidade (%) do peixe-zebra a partir de diferentes concentragdes
dos extratos de folhas (Macf) e galhos (Macg) no periodo de 96 h

Concentracao N° de Total de mortes Mortalidade L Cso
(mg. mL?1)  peixe-zebra s4h  48h 72h 96h (%) (mg. mL?)
Controle 10 0 0 0 0 0 >1,0
0,1 10 0 0 0 0 0 >1,0
Macf 0,5 10 0 0 0 0 0 >1,0
1 10 0 0 0 0 0 >1,0
0,1 10 1 0 0 0 10 >1,0
Macg 0,5 10 0 0 0 0 0 >1,0
1 10 0 0 0 0 0 >1,0

Fonte: autor, 2023.

O Danio rerio tem sido amplamente empregado como ferramenta bioldgica associada a

substancias quimicas. Alguns estudos destacam que em ambientes aquaticos contendo

agroquimicos como atrazina e glifosato sdo observadas alteracfes neuroldgicas que afeta o

comportamento e a morfologia dos peixes expostos (Zhu et al., 2010; Bridi et al., 2017,

Rodrigues et al., 2019; Lopes-Fereira et al., 2021). Essa abordagem é fundamental para

compreender 0s riscos ambientais e promover praticas mais seguras e sustentaveis no uso de

agrogquimicos.
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5 CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato hidroetandlico dos galhos e folhas de M. acutifolium por
UHPLC-IT-ESI-MS/MS indicou a presenga de C-flavonas, isoflavonas e, as saponinas com
esqueleto do tipo Hederagenina e Soyasapogenol E séo observadas exclusivamente no extrato
dos galhos. A andlise do extrato hidroetanolico das folhas permitiu identificar putativamente
vinte e sete metabdlitos secundarios, sendo catorze flavondis, uma cumarina e uma chalcona.
No extrato do galho foram identificadas dezenove substancias, sendo oito flavonas C-
glicosiladas e dez saponinas. Apenas uma saponina (Soyasapogenol B) foi previamente
observada no género. De acordo com a quantificacdo por HPLC-DAD-UV, Macf possui maior
teor de flavonoides que Macg. Os constituintes flavonoides e saponinas podem estar
relacionados com a acdo fitotoxica observada. O ensaio ecotoxico revelou que ambos 0s
extratos de folhas e galhos ndo séo capazes de provocar alteragdes no Danio rerio, nas

concentrag0es testadas.

Estes dados podem indicar o potencial do extrato das folhas para o desenvolvimento de
um herbicida natural, entretanto, outros testes devem ser realizados, como antimicrobiano para

verificar a toxicidade destes extratos em outros organismos modelo.
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