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Andlise por CLAE/EM, Investigacdo do Efeito
Fitotéxico e da Atividade Larvicida de Tetrapterys
anisoptera (Malpighiaceae)

HPLC/MS Analysis, Investigation of the Phytotoxic Effect and Larvicidal
Activity of Tetrapterys anisoptera (Malpighiaceae)

Gracelene de S. Lima,®™ Renata A. Cunha,” Anne J. Rangel.© Alberto J. O. Lopes®™, Antdnio J.
Cantanhede Filho**

Tetrapterys anisoptera belongs to the Malpighiaceae family, with limited knowledge concerning its
chemical constitution and bioactive properties. This genus is recognised for its toxicity to ruminants. Given
the significance of comprehending the chemical constituents of this species and their associated biological
functions, the present study endeavoured to explore the chemical diversity of 7. anisoptera. It aimed to
assess its potential as a larvicide against Aedes aegypti mosquitoes and to evaluate the allelopathic potential
of its leaf extracts against Senna obtusifolia species. Crude extracts of the plant’s leaves, specifically in
ethyl acetate, methanol, and aqueous solvents, were subjected to chemical characterisation via Liquid
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry. This analytical approach unveiled the presence of
various compounds, including catechin, muchronatin B, gambiriin C, glycosidic apigenin, glycosidic
luteolin, vicenin II, leucenin II, and quercetin-3-O-neohesperidoside. Notably, this marks the first
annotation of these compounds within the context of 7. anisoptera. Regarding the larvicidal assessment
against A. aegypti larvae, the extracts from 7. anisoptera demonstrated negligible activity, exhibiting no
significant impact on larval development. Nonetheless, the ethyl acetate extract displayed an average
mortality rate of 46%. Turning to the allelopathic evaluation, the outcomes indicated that the leaf extract
of T. anisoptera exhibited a low potential for inhibiting germination. In summary, this study stands as
the initial documented instance elucidating the chemical composition of 7. anisoptera, alongside the
evaluation of its biological, allelopathic, and larvicidal activities.
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1. Introducao

Numerosos estudos, por meio de técnicas analiticas com altos niveis de seletividade e
sensibilidade, estdo sendo conduzidos no Brasil em um esfor¢o para identificar compostos
ativos de diversas espécies de plantas.'? Dentre elas, a espécie Tetrapterys anisoptera A. Juss
(Malpighiaceae), visto que pertence a um género com uma rica diversidade quimica e varias
classes de substincias.’® Diversas espécies do género Tetrapterys apresentam atividades
biofarmacoldgicas.**7# Esse género compreende 90 espécies distribuidas nas regides tropicais,
na América Central e América do Sul, e é conhecido por possuir espécies toxicas. A intoxica¢do
por Tetrapterys foi relatada pela primeira vez por Tokarnia (1989), e sua toxicidade estd
relacionada a insuficiéncia cardiaca cronica, associada a lesdes degenerativas e fibrosantes
acentuadas no miocardio bovino. Também ha relatos de abortos devido a intoxicac¢ao pela
ingestdo de espécies do género Tetrapterys, como T. acutifolia e T. multiglandulosa no Brasil,
onde aparecem como plantas téxicas.®’

A espécie em estudo, Tetrapterys anisoptera, possui identificacdo catalogada no Brasil
apenas nos estados da Bahia, Pernambuco, Minas Gerais e Espirito Santo. No entanto, ndo hd
relatos sobre seus constituintes quimicos e atividades biolégicas na literatura existente, o que
confere grande potencial para o estudo de seus extratos vegetais.

Em geral, os extratos vegetais tendem a ser seletivos e biodegradaveis, devido ao fato de
serem compostos por uma multiplicidade de principios ativos. Alguns compostos servem
principalmente para garantir a sobrevivéncia da planta, dotando certas espécies de atividades
substanciais, incluindo propriedades alelopdticas, larvicidas e inseticidas.”!”

Cada vez mais, o uso de produtos de origem natural derivados de plantas para controle de
insetos € reconhecido como uma fonte alternativa de compostos larvicidas, com o objetivo de
também alcancar o controle quimico de vetores como o Aedes aegypti. Esse inseto € o vetor para
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vérios arbovirus, incluindo zika, febre amarela e dengue, os
quais podem ter consequéncias graves para os infectados.!'"?

O controle de plantas daninhas € outra drea com alta
demanda por agroquimicos sintéticos, necessitando de uma
vigilancia intensificada no contexto de minimizar as perdas
agricolas e impactos ambientais.'* Senna obtusifolia (L.)
Irwin & Barneby (Fabaceae) € uma planta invasora que tem
apresentado um grande potencial de resisténcia, quando
como espécie receptora, em estudos para descoberta de
bioherbicidas.’s Os efeitos alelopdticos observados em
matrizes naturais podem auxiliar na busca por novos
pesticidas agricolas e reduzir o uso de herbicidas,
substituindo-os por bioherbicidas, que sdo de grande
utilidade na agricultura.'

Sob essa perspectiva, o presente artigo desenvolveu o
estudo quimico de extratos das folhas de Tetrapterys anisoptera
e avaliou sua atividade larvicida frente ao Aedes aegypti e
sua atividade alelopdtica frente a Senna obtusifolia, visando
contribuir com futuros estudos para a formulacdo de
novos bioherbicidas e biolarvicidas naturais, de modo que
substituam ou reduzam a utilizagao de agrotéxicos sintéticos
no controle de plantas daninhas e insetos.

2. Experimental

2.1. Coleta, identificacdo e obtenc¢ao dos extratos brutos
de Tetrapterys anisoptera

Amostras de T. anisoptera foram coletadas no Sitio
Sobradinho, zona rural de Aurora, Estado do Cear4, Brasil
(6°56°4” S, 38° 57 51” O), herborizadas e depositadas no
Herbario Graziela Barroso (TEPB) da Universidade Federal
do Piaui. Conforme preconizado pela legislagdo brasileira, o
presente estudo estd registrado Sistema Nacional de Gestao
do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado — SISGEN, sob protocolo A3293DC.

Apés coletadas, as folhas foram transportadas até o
laboratério do Instituto Federal do Maranhdo - Monte
Castelo para processamento.

Os extratos foram preparados a partir de 600 g de
folhas trituradas em moinho rotor tipo ciclone TE-651/2,
com malha de 8 mm e submetidos a macera¢do com 2 L
dos solventes acetato de etila (99,5%) (Sigma-Aldrich,
San Luis, Missouri, EUA), metanol (99,8%) (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e dgua deionizada,
sequencialmente, em ordem crescente de polaridade. Cada
solvente permaneceu em contato com as folhas durante
48 h, sob agitacdo nesse intervalo de tempo. Os extratos
brutos de acetato de etila e metandlico foram obtidos apds
filtracdo e evaporados até secagem no vicuo, a temperatura
de, aproximadamente, 40 °C para produzir 17,00 ge 23,03 g,
respectivamente. A massa do extrato aquoso foi de 15,18 g,
obtida apds filtragdo e secagem em liofilizador Liotop® K108
(Liobras, Sao Carlos, Brasil) nas seguintes condigdes: tempo
de 48 h, temperatura de 54 °C e vidcuo 213 VcA.
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2.2. Anédlise por Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas (CL-EM)

Os extratos brutos obtidos de Tetrapterys anisoptera
(3,0 mg), em acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH)
e aquoso, foram diluidos em acetonitrila (ACN) grau
gradiente para cromatografia de alta eficiéncia e submetidos
a analise de HPLC. Aliquotas de 10 pL foram injetadas
diretamente para serem submetidas a andlise por (CLAE)
com deteccdo de UV a 254 nm.

Os extratos brutos foram analisados em cromatégrafo
com duas bombas e injetor automdatico Shimadzu
Prominence LC-30 AD (Shimadzu, Kyoto, JP). Na
analise, foi utilizada uma coluna C,; Phenomenex Gemini
(250 mm x 4,6 mm — 5 um). A fase mével foi constituida por
dgua deionizada e acetonitrila (ACN) 99,9% (B); acidificada
com uma solu¢do 0,1% de acido férmico. O gradiente para
o extrato de acetato de etila fo: 0 min, 5% de B; 65-80 min,
100% de B; 81-86 min, 5% de B. Para os extratos metandlico
e aquoso, gradientes de: 0 min, 2% de B; 60-70 min, 100%
de B; 71-76 min, 2% de B. (1,0 mL. min™).

Para andlise dos extratos por CLAE/EM, o cromatégrafo
é acoplado a um espectrdmetro de massa (Amazon X,
Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizagdo
eletrospray (ESI) alternado, sob as seguintes condigdes:
tensao capilar de 5 kV, temperatura capilar de 300 °C, gas
de entrada (N,) fluxo de 12 L/min, pressao de nebulizador de
nitrogénio a 30 Psi. A faixa de aquisi¢ao foi m/z 100-1000.
A anotacdo estrutural foi realizada a partir das fragmentacdes
dos picos dos fons moleculares MS" e comparagdo com
dados da literatura.

2.3. Bioensaio larvicida de extratos brutos de Tetrapterys
anisoptera

Os ovos de populagdes de campo do mosquito
Aedes aegypti foram coletados na drea urbana da cidade
de Sdo Luis - MA (2° 32’ 56” S e 44° 16’ 46”0). As
armadilhas de oviposi¢cdo, denominadas ovitrampas,
foram confeccionadas a partir de pequenos vasos pretos
de polietileno com capacidade de 500 mL, com dois furos
laterais e palhetas de MDF (comercialmente conhecidos
como Eucatex®) limpas e secas, fixadas verticalmente da
parte interna do recipiente.'* Os bioensaios foram realizados,
conforme metodologia preconizada pela Organizagdo
Mundial de Saide, com adaptacdes.'”

Em cada vaso foi adicionada dgua limpa a um tergo da
sua capacidade, para garantir que as fémeas do mosquito
Aedes sp. realizassem a oviposicao na superficie dspera e
umida da palheta. As ovitrampas foram instaladas a sombra
e as armadilhas foram recolhidas no periodo de cinco a sete
dias, quando se realizou a inspe¢ao das palhetas quanto a
presenca ou auséncia de ovos.'®

As palhetas positivas foram colocadas para eclodir a
temperatura ambiente (28 °C) em recipiente de polipropileno
(34,50 cm x 21,50 cm x 15,60 cm) contendo 1 L de
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dgua mineral. O crescimento das larvas foi monitorado
diariamente até atingirem o terceiro estdgio larval. Os
testes com os extratos brutos foram realizados adicionando
10 larvas em um recipiente de poliestireno de 50 mL
contendo aliquotas de 20 mL de solucdo em diferentes
concentragdes dos extratos brutos: C1 = 100; C2 = 300;
C3 =500, C4 =700; C5 =900 (mg. L") e o branco.

Os ensaios foram realizados em quintuplicata,
monitorados por 24 horas, contabilizando-se o nimero de
larvas mortas e vivas. Em seguida, a identificacio das larvas
foi feita em microscépio Optico, (marca Alltion, modelo
AO2 900461) baseada na visualizacdo de escamas do 8°
segmento larval. Foram usadas chaves de identificacdo larval
das espécies de Aedes que ocorrem no Brasil, disponiveis
em literatura especializada.'” Dessa forma, a partir da
visualizagdo das escamas presentes no pente do 8° segmento
larval, foram identificadas como Aedes aegypti as larvas que
apresentaram escamas compostas por um espinho longo,
mediano e com dentes bilaterais.

A concentragdo letal cinquenta (CLs,) foi encontrada
pela interpolacdo das duas curvas: curva do percentual
de mortalidade, sendo estabelecida a CLs, no ponto
de intersecc@o entre as curvas versus as concentragdes
estudadas.”

2.4. Avaliacao do potencial alelopatico

O efeito fitotoxico frente as sementes de Senna obtusifolia
foi avaliado para os extratos brutos de acetato de etila,
metandlico e aquoso de T. anisoptera na concentragdo de
1%, utilizando como veiculo de dispersdo dlcool etilico
99,5%. Para o bioensaio foi realizado teste em branco
(testemunha).

As sementes de Senna obtusifolia foram coletadas na
vegetagdo préxima a entrada do Laboratério de Solos, no
campus da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), na
cidade de Sao Luis. Posteriormente passaram por processo
de limpeza e foram tratadas com 500 mL de 4cido sulfurico
(98%), para a quebra da dorméncia, conforme estabelecido
por Souza.?' Utilizou-se caixa de germinagdo (Gerbox)
contendo uma folha de papel de filtro autoclavada a 120 °C
e 50 sementes para cada tratamento. Cada gerbox recebeu
3 mL da solugdo do extrato bruto, que foi adicionado apenas
uma vez, no inicio dos bioensaios, e, quando necessario,
adicionou-se dgua.

O delineamento experimental dos bioensaios das etapas
descritas foi realizado em triplicata, segundo a RAS (Regra
de Anilise de Sementes).??

Os efeitos fitotoxicos das substancias no alongamento
da radicula e do hipocétilo foram feitos em camaras de
germinagdo a 25 °C, com fotoperiodo de 24 h de luz. Os
célculos de percentual de germinagdo de sementes (% G),
percentual de inibi¢do da germinagdo (% I), percentual de
inibi¢do de crescimento (% IC) para radicula e hipocétilo,
foram feitos de acordo com as férmulas propostas por
Cantanhede Filho et al.®
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2.5. Analise estatistica para o teste alelopatico

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Os dados de inibicdo
de germinagdo, alongamento de radicula e hipocétilo da
espécie receptora foram analisados por meio do software
AgroEstastic, constatando o efeito dos extratos brutos. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F,
e as medidas comparadas pelo teste de Tukey (5%).*

3. Resultados e Discussao

Neste estudo, pela primeira vez, a andlise do perfil
quimico e a anotagdo dos metabdlitos presentes nas folhas
de Tetrapterys anisoptera foram realizadas por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
Espectometro de Massas. Foi possivel, a partir dos {ons
moleculares, observar oito compostos: (S1) catequina,
(S2) mucronatina B, (S3) gambiriina C, (S4) apigenina
glicosilada, (S5) luteolina glicosilada, (S6) vicenina II,
(S87) lucenina II, (S8) quercetina-3-O-neohesperidosideo
(Figura 1). Os compostos anotados a partir dos extratos
brutos de 7. anisoptera encontram-se na Tabela 1.

Para S-1, o espectro apresentou fon molecular [M — H]
em m/z 288 que gerou um fragmento (fon filho) de m/z 244
[M-44-H]. De acordo com Mutungi® o composto proposto
é a catequina. Esse composto foi anotado em espécies
do género Tetrapterys; na Familia Malpighiaceae, esse
metabdlito € descrito como um quimiomarcador.?*

O espectro MS do composto S-2 apresentou [M—H] em
m/z 364 que gerou em MS?o ifon filho m/z 326. Queiroz*
anotou e isolou pela primeira vez no género Tetrapterys esse
composto ao realizar estudo do extrato etanélico da casca de
Tetrapterys mucronata. Utilizando HPLC-PDA-Uv 254 nm,
observou a presenga do fon molecular [M—-H] m/z 364,
representado pela formula C,,H,;N;0,, sendo anotado como
um novo alcaloide, inddlico dimérico, chamado mucronatina
B. Esse alcaloide teve sua atividade avaliada como potente
inibidora in vitro da enzima acetilcolinesterase (AChE) com
valor de ICy,de 12.7 + 0.3 uM?, o que credencia a espécie
do presente estudo como alvo de interesse farmacolégico,
uma vez que o presente estudo se configura como o segundo
registro desse composto no género Tetrapterys e primeiro
registro para a espécie.

O fon precursor [M—H]-em m/z 561 do composto S-3, de
acordo com Oliveira®, corresponde a forma desprotonada
do tanino condensado Epiafzelequina-(4beta->8)-
catequina (Gambiriina C).**3! Em Tetrapterys anisoptera
a fragmentagdo do fon precursor m/z 561 levou, em
MS?, ao fon fragmento m/z 288 e em MS? originou um
fon fragmento m/z 244, resultados das perdas de um
monomero de epiafzelequina e da molécula [M—C,H,O-H],
respectivamente. Gambiriina C, segundo o banco de dados
LOTUS?, nao foi encontrada no género Tetrapterys, sendo
anotada pela primeira vez neste estudo.
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Tabela 1. Compostos identificados por CL-EM nos extratos brutos foliares de Tetrapterys anisoptera

N° [M -HJ IT{Z%II}E;; MS" Substéancia Proposta izzz;g Iixct(l;:;;) I;Zv)[(:l(')alt;)
S-1 288 22.1 288-244 Catequina - v -
S-2 364 4.0 326 Mucronatina B - v -
S-3 561 24.2 288-244 Gambiriina C - v -
S-4 563 27.8 473-352-324-296  Apigenina glicosilada - - v
- 563 244 443-352-324-296 - v - -
S-5 579 232 459-368-340-313  Luteolina glicosilada v - -
S-6 593 23.2 473-352-324-296 Vicenina II v - -
S-7 609 222 489-369 Lucenina IT v - -
S-7 609 25.6 489-369 Lucenina II - - v
I
(s-1) OH (S-2)

(8-5) (S-6) OH OH

(S7) (s-8)

Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos anotados por CLAE-IES-AI-EM/EM nos
extratos de T. anisoptera
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Para o composto S-4, o fon pseudomolecular em [M—-H]
563 produziu principalmente os fragmentos em MS? e m/z
473 [M-90-H] e m/z 443 [M—-120-H], respectivamente. Do
ion em m/z 473, em MS? gerou o ion m/z 353 [M—120-H].
Do fon em m/z 443 produziu o par de fons diagnésticos de
[M-90-H] em MS*m/z 353 [M—-60-H].

Tanto para o fon em m/z 443, quanto para o fon m em
m/z 473, os espectros MS* foram denominados por perda
neutra de 28 Da (CO) e apresentaram pico base em m/z
324. Da mesma forma, o MS?® produziu um fon fragmento
em m/z 296 com uma perda de 28 Da de uma molécula de
mondxido de carbono. O composto proposto por Cao® € a
apigenina 6-C-f-D-glucosil-8-C-p-L-arabinosideo, sendo
registrado neste estudo, pela primeira vez no género.
Em MS* e em MS3% mesmo ocorre em [M—H] 593 do
composto S-6.

O espectro MS do composto S-5 mostrou principalmente
fragmentos em m/z: 459, 368 e 340. Segundo
Simirgiotis et al.,** o fon [M—H]" em m/z 579 no espectro
MS completo indica a presenga de uma pentose em vez
de uma hexose, o que a difere da leucenina-II em um dos
acucares ligados a C. Assim, o composto S-5 foi atribuido
como um derivado de orientina 6-C-pentose. De acordo
com literatura, esse composto foi anotado como luteolina-
C-hexosideo-C-pentosideo.? 3

Em m/z 593 [M-H] o composto S-6 produziu dois
fons proeminentes em MS?m/z 473 [ M-120-H], ions
fragmentos caracteristicos de flavonas de C-glicosil e em
MS?m/z 353 [M-120-H]. Duas perdas consecutivas de 120
unidades de massa como os picos de base em m/z 473 em
MS?e m/z 353 em MS?, respectivamente, correspondendo
as clivagens das glicoses C-6 e C-8.%8 O composto anotado
é a 6,8-Di-C-glucosil apigenina (vicenina-II).

Na busca por informag¢des que elucidem o mecanismo de
acdo de metabdlitos secunddrios, vicenina-2 tem se revelado
como um composto bioativo significativo, uma vez que
apresenta atividades hepatoprotetoras, anticancerigenas,
anti-inflamatérias, e € capaz de prevenir o aumento da
deplecdo de antioxidantes, entreposto pela geragdo de
espécies reativas de oxigénio. Também possui potencial
inibi¢do de infecgdo por Helicobacter pylori, conhecida
como H. pylori em evento carcinogénico gastrico. Estudos
de toxicidade in vitro mostraram que 40 uM desta substancia
protege significativamente as células gastricas, sendo que

essa concentragdo revela 85% de viabilidade celular e ndo
produz toxicidade. ¥

Para o composto S-7, o espectro MS apresenta um fon
[M-H]- em m/z 609 que produziu fons filhos em MS? 489
[M-H-120], em MS?* m/z 369 [M-H-120]. A identidade
foi confirmada com dados da literatura, que realizaram
experimentos com composto padrido. Bouillanter al.,*' e
Brito*? sugeriram sua identidade como 6,8-di-C-glucosil
luteolina (lucenina-II). O composto S-7 € relatado como
notdvel anti-hepatotéxico além de possuir atividade
antibacteriana.***

O composto S-8 apresentou MS completo em m/z 609.
Na anilise, o fragmento MS? gerou um fon em m/z 300
e em MS?um fon filho m/z 178. Segundo Li* o MS?do
fragmento m/z 300 (clivagem homolitica) € diferente do
m/z 301 de clivagem heterolitica [M-H-308], visto que o
sitio de entrada do agticar da 3-OH € determinado pela
intensidade m/z 300 maior que quando ocorre em m/z 301.
Ao comparar sitios de onde estdo presentes os glicosideos
em seu estudo, Ek*relata que esses sdo muito semelhantes
aos obtidos para outras quercetinas-3-O-glicosideos, e as
razdes foram relatadas como dependentes do local de onde
foi glicosilado, o tipo de instrumento e se 0os pardmetros
foram cuidadosamente ajustados. O composto S-8 foi
proposto por Al-Madhagy*’ como sendo a quercetin-3-
O-neohesperidosideo, que é um composto, com base na
literatura, dotado de atividades de efeitos antiestrogénicos,
antiplaquetdrios e antitrombinico, podendo restaurar a
viabilidade celular, suprimir o dano oxidativo, proteger a
integridade vascular e fortalecer o efeito anti-inflamatério
da disfun¢ao endotelial aterosclerética. s>

3.1. Bioensaio larvicida dos extratos brutos das folhas de
Tetrapterys anisoptera

A atividade larvicida do extrato foliar de Tetrapterys
anisoptera foi avaliada contra Aedes aegypti. A Tabela 2
apresenta os valores médios da quintuplicata, para cada
concentracio de trabalho, apés 24 horas de exposigao,
variando de 100,0 a 900,0 mg L' dos extratos de acetato de
etila, metandlico e aquoso, respectivamente.

O extrato bruto de acetato de etila apresentou, nas
concentragdes de 100,0 a 500,0 mg L', os menores
percentuais de atividade larvicida com variacdes de 0 a 4%.

Tabela 2. Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti a partir da acdo dos extratos brutos de

Tetrapterys anisoptera

Mortalidade % 24 h

Concentracao dos

extratos (mg L) Controle Acetato de Etila Metanélico Aquoso
900 0 46 6 0
700 0 22 10 0
500 0 4 4
300 0 0
100 0 2
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Nas concentragdes 700,0 mg L'e 900,0 mg L' a
atividade larvicida apresentou crescimento exponencial
sendo, respectivamente, 22% e 46% de mortes entre os
individuos testados. A taxa de mortalidade do extrato
foliar de Tetrapterys anisoptera (Figura 2) evidencia que o
efeito larvicida se intensifica a medida que a concentracio
aumenta, apresentando boa correlacdo com R?= 0,9806.
O percentual maximo de mortalidade € verificado na
concentragdo de 900,0 mg L. Porém, a concentragdo
letal CL,, = 1039,5 mg L' estd acima de 1000,0 mg L,
indicando que o extrato bruto ndo possui efeito téxico
contra esta espécie.

100

80

60

40
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Figura 2. Taxa de mortalidade larval do Aedes aegypti

A OMS'" nio estabelece uma faixa de concentracio
padrdo para determinar a eficicia da atividade larvicida
de produtos naturais. De acordo com Garcia’!, quando um
produto alcanga uma reducao > 80%, pode ser considerado
eficiente para o controle populacional de uma espécie.

Para os extratos metandlico e aquoso observou-se que
o percentual de mortalidade foi correspondente a 2% na
menor concentragdo: 100,0 mg. L-'. O maior percentual
de atividade larvicida no extrato metandlico foi de 10% na
concentracdo de 700,0 mg. L.

Nas maiores concentracdes 900,0 mg L' e 700,0 mg L™!
0 extrato aquoso ndo apresentou mortalidade para larvas
do Aedes aegypti. O maior percentual de mortalidade
foi igual a 4%, na concentracido de 500,0 mg L'. Assim,
ndo houve diferenga significativa da mortalidade entre
as concentragdes, e 0s extratos aquoso e metandlico ndo
apresentaram perfil linear quanto a atividade larvicida.

Nos extratos brutos de Tetrapterys anisoptera observou-
se, principalmente nos extratos metanélicos e aquosos, a
presenca de flavonoides, importante classe de polifendis
encontrados nas plantas, os quais sdo responsaveis
por diversas funcdes como repelentes, inseticidas e
antimicrobianos. Simdes et al.,’> supde que a menor
eficiéncia em maiores concentragdes pode ocorrer

devido a redugdo na dissolucdo de compostos que
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possuem menor solubilidade em 4gua, influenciando no
resultado. Isso evidencia que a avaliacdo larvicida, na
concentra¢do minima, deve ser uma constante necessaria
na busca por produtos alternativos no controle frente ao
Aedes aegypti.

As probabilidades de diminuicdo das concentragdes
letais se ampliam quando substancias ativas sdo isoladas
e purificadas. Sendo assim, por se tratar de um estudo
realizado com o extrato bruto, ndo significa que ndo
ha possibilidade de Tetrapterys anisoptera ndo possuir
atividade larvicida contra o Aedes aegypti.>®

3.2. Teste de germinacédo

No bioensaio de germinacdo ndo foi observada uma
tendéncia de aumento na inibicdo de germinacdo entre
os extratos acetato de etila, metandlico e aquoso, sendo a
inibi¢do mais intensa 11% e 11,4%, para os extratos acetato
de etila e metandlico, respectivamente. O extrato aquoso,
por sua vez, estimulou a germinacao da espécie receptora.

O extrato aquoso foi o inico que manteve uma diferenca
evidente quando comparado aos indices dos extratos de
acetato de etila e metandlico. A acdo dos aleloquimicos
na germinagdo leva em conta seus aspectos qualitativos e
quantitativos. Assim, sugere-se que a influéncia negativa
no percentual de sementes germinadas no extrato aquoso
possa estar relacionada com a concentragdo de metabdlitos
de natureza polar presentes no extrato (Figura 3a). Embora
para algumas espécies, as principais fontes de substancias
quimicas com atividades alelopdticas sejam as de maior
polaridade.>*¢

O efeito sobre o alongamento da radicula apresentou
a mesma tendéncia de distribuicdo entre os extratos
metandlicos e aquosos, o que pode inferir que estes nio
revelaram nenhuma atividade de inibi¢do de crescimento
radicular. Nos testes de alongamento da radicula, a espécie
receptora foi mais sensivel para o extrato acetato de etila,
cujo resultado percentual de inibi¢do foi de 40%. Destaca-se
o extrato de acetato de etila (Figura 3b), que demonstrou
inibicdo no alongamento da radicula, apesar de nio ter
consideravel percentual de inibi¢do na germinagdo das
sementes de Senna obtusifolia.

Para o alongamento do hipocétilo pode-se observar
baixa efetividade para os extratos de acetato de etila, extrato
metandlico e extrato aquoso, cujos percentuais foram 11,5%,
11,5% e 7,6% respectivamente (Figura 3c).

Comparando-se os efeitos sob o crescimento do
hipocétilo e da radicula, observa-se que os efeitos fitotoxicos
foram mais evidentes no crescimento da radicula do que
no crescimento do hipocétilo. Esses efeitos podem ter se
concentrado nas radiculas visto que a concentracio de
fitotoxinas nos tecidos radiculares € favorecida pelo contato
fisico da raiz com o substrato.”’

As diferencas observadas sdo condicionadas pela
diversidade da composi¢ao dos extratos brutos em relagdo a
atividade alelopética. Em Tetrapterys anisoptera, no extrato

419



Andlise por CLAE/EM, Investigacao do Efeito Fitotéxico e da Atividade Larvicida de Tetrapterys anisoptera

50

(@)

40 b

@
S
T

50

(b)

o
g
s} o030
£ S
s 5
=] c
20 - £
£ R0
(7]
w
=R
10 |
I il
0 —
E.AcOEt E.MeOH E.Aquoso E.AcOEt E.MeOH E.Aquoso
50
(c)
40
o 30 [
g
ked
=]
£
R0 b
10 |
0 l
E.AcOEt E.MeOH E.Aquoso

Figura 3. (a) Gréfico do percentual de inibi¢io das sementes de Senna obtusifolia (b) Grafico do percentual de inibi¢do do
crescimento da radicula das sementes de Senna obtusifolia (c) Grafico do percentual de inibi¢do do crescimento da radicula das
sementes de Senna obtusifolia

acetato de etila, foi anotada a presenca da catequina L. A
sensibilidade da espécie receptora sob a acdo da catequina
foi de 81% na concentracido de 20,0 mg L', também foi
mais perceptivel para o alongamento da radicula, assim
como observado no extrato acetato de etila de Tetrapterys
anisoptera. Esses resultados indicam a radicula mais
sensivel aos efeitos alelopaticos do extrato de acetato de
etila do que para a germinag@o.

Rice*relata que as substancias alelopdticas podem nao
ser inibitdrias em baixas concentracdes para determinadas
espécies, ou até mesmo apresentar efeito estimulatdrio.

A espécie receptora utilizada neste bioensaio tem se
revelado resistente a acdo dos extratos brutos. Souza®'
avaliou a a¢do inibitéria de germinagdo e de desenvolvimento
de radicula, variando a concentracido de 1,0 mg L' a
8,0 mg L' do 4acido p-cumdrico, reportado na literatura
como um aleloquimico de grande potencial. A espécie
de Senna obtusifolia ndo teve a germinacao inibida e ndo
apresentou desenvolvimento radicular afetado em nenhuma
das concentragdes testadas.

Considerando o percentual minimo de 50% de inibigdo
da germina¢ao® como um padrio satisfatorio para avaliar as
potencialidades alelopaticas de um extrato, o resultado deste
trabalho revela que nenhum dos trés extratos proporcionou
inibi¢do satisfatdria. O tratamento estatistico confirma que
os tratamentos ndo mostraram diferenga significativa de
resposta conforme Teste de Tukey a 5%.
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4. Conclusodes

A investigacdo fitoquimica por CL-EM dos extratos
brutos de Tetrapterys anisoptera, anotou § compostos:
a catequina e mucronatina B (pela primeira vez nesta
espécie); gambiriina C, apigenina 6-C-f-D-glucosil-8-C-
f-L-arabinosideo, luteolina-C-hexosideo-C-pentosideo,
vicenina II, lucenina II e quercetina-3-O-neohesperidosideo
(pela primeira vez no género).

O extrato acetato apresentou baixa atividade alelopatica
inibitéria da germinacdo, no entanto obteve consideravel
expressdo dos seus efeitos sobre o desenvolvimento da
radicula.

As larvas do Aedes aegypti mostraram-se resistentes
ao extrato bruto das folhas de Tetrapterys anisoptera.
Observando os resultados apresentados e comparando com
as classificacdes da literatura, os extratos brutos foliares
da espécie de Tetrapterys anisoptera ndo sdo considerados
biologicamente ativos frente as larvas de Aedes aegypti.

Embora a Tetrapterys anisoptera nao seja ainda uma
planta extensivamente explorada, evidencia-se neste estudo,
que seus extratos brutos apresentam compostos com grandes
potenciais biofarmacolégicos, conforme reporta a literatura,
caracterizando esta espécie como promissora para estudos
futuros de importancia medicinal.

Vale ressaltar que a espécie estudada neste trabalho foi
investigada pela primeira vez quanto a atividade larvicida
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contra o Aedes aegypti e quanto a atividade alelopatica frente
a Senna obtusifolia, o que sugere um fator importante para
essa pesquisa.

Informacdes Suplementares

Os dados cromatograficos e os espectros de massas
usados na anotacdo das substincias, bem como os valores
analiticos usados para o tratamento estatistico, encontram-se
disponiveis como informagao suplementar.
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