Potencial alelopatico e perfil quimico dos extratos de Merremia cissoides
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RESUMO

Merremia cissoides é uma planta daninha originaria da América tropical que afeta o desenvolvimento de culturas agricolas. Este estudo avaliou
a atividade alelopatica e o perfil quimico dos extratos da parte aerea e raiz dessa espécie. As plantas foram cultivadas por trés messes, e 0s
extratos obtidos em metanol com auxilio do Ultra-turrax. A atividade alelopatica foi avaliada pela inibi¢do de germinacgdo e do crecimento
inicial de Amaranthus lividus. Os fenélicos e flavonoides foram quantificados pelos métodos de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio. A
andlise por LC-MS/MS revelou duas classes de metab6litos encontradas no extrato aéreo. O extrato da raiz em 400 ppm inibiu a germinacao
em 95%, além de reduzir o crescimento do hipocoéticolo (87%) e a radicula (85%). Os maiores teores de fendlicos (95,4 mg EAG/g) e
flavonoides (60 mg EQ/g) foram detectados na parte aérea. Esses resultados evidenciam o potencial alelopatico de M. cissoides, associado a
presenca de metabdlitos secundérios bioativos.
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Introducéo

Merremia cissoides é uma planta herbacea anual,
considerada como importante planta daninha que ataca diversas
culturas agricolas (1). Estudos relatam vérias atividades bioldgicas
associadas a esse género, como atividade antibacteriana,
antidiabética, antioxidante e entre outras (2). Essas propriedades sdo
atribuidas a presenca dos metabolitos secundarios, compostos
sintetizados pelas plantas que exercem fungdes essenciais para sua
sobrevivéncia (3).

Experimental
Cultivo de M. cissoides

As sementes de M. cissoides foram cultivadas em sacos
plastico para mudas. A composicdo da terra foi de 40% tanto para o
substrato e terra vegetal e 20% de areia. Apds trés messes as plantas
ja estavam crescida e foi possivel realizar o preparo dos extratos.

Preparo dos extratos vegetais

As partes aéreas e raizes de M. cissoides foram lavadas,
secas em estufa a 40°C por 12 horas e submetidas a extra¢cdo com
metanol (grau HPLC) utilizando Ultra-turrax (1200 rpm, 5 min). Os
extratos foram centrifugados (2000 rpm, 20 min), filtrados com
menbrana de PTFE (0,45 um) e concentrados em um rotaevaporador.

Analise via LC-MS/MS

O extrato bruto da parte aéra de M. cissoides foi analisado
atavés da técnica LC-MS/MS no cromatdgrafo Shimadzu Nexera X2,
acoplado ao Espectrometro de Massas QTRAP 3200 (AB SCIEX).
A corrida cromatografica ocorreu com gradiente de eluicdo
utilizando uma coluna C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um).

A fonte de ionizacdo utilizada foi ion trap e o analisador
quadrupolar. A faixa de massa trabalhada foi de 200-1200 Da, € a
amostra foi analisada no modo positivo e negativo de ionizagdo. Os
dados brutos foram analisados através da platataforma GNPS,
utilizando a ferramenta Molecular Networking.

Ensaio de germinagéo

No ensaio, 20 sementes de Amaranthus lividus foram
colocadas em placas de petri esterelizadas com papel de filtro e
tratadas com 4 mL de uma solugdo contendo os extratos de M.
cissoides na concentracdo de 400 ppm. Preparados a partir de uma
solucdo estoque (10 mg/mL dos extratos das partes aéreas e raiz em
DMSO) diluidas em &gua destilada com 0,05% de tween 40. O
controle consistiu em todos os reagentes, exceto os extratos. As
placas foram incubadas por 7 dias sob fotoperiodo de 12h/12h a 27-
33°C. A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA ao nivel de
significancia a 5% para o teste de Tukey (4).

Quantificacdo do teor de fendlicos totais

Para quantificacdo de fendlicos, 50 pL da solucéo contendo
o0s extratos (2000 pg/mL) foram reagidos com 1 mL da solucdo de
Folin-Ciocalteu (1:4) e, ap6s homogeneizagdo, adicionou-se 1 mL da
solugdo de carbonato de sodio a 10%. Um branco foi preparado sem
0s extratos. As amostras foram incubadas no escuro por 1 hora e as
leituras realizadas a 760 nm. A quantificagdo foi realizada a partir da
curva padao com &cido galico (50 a 350 pg/mL) e os resultados
expressos em mg de equivalentes de acido galico por gramas de
amostra (mg EAG/g). O ensaio foi realizado em triplicata (5).

Quantificacdo do teor de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides foi feita utilizando 1 mL de
solucdo de AICl; a 2% e 1 mL dos extratos (500 pug/mL da parte aérea
e 1000 pg/mL da raiz), deixando reagir por 10 minutos para posterior



leitura da absorbancia a 425 nm. O branco foi composto de AICI; e
metanol. A curva padrdo foi construida com quercetina (10-50
pg/mL), e os resultados expressos em mg de equivalente de
quercetina por gramas da amostra (mg EQ/g), o ensaio foi realizado
em triplicata (6).

Resultados e Discussao

Na analise por LC-MS/MS foi possivel identificar as
cumarinas 1-(8,8-dimetil-2,10-dioxo-9H-pirano[2,3-f]cromen-9-il)
(2)-2-metilbut-2-enoato, 2-swietenocumarina B, 3-7-[(2E,5E)-7-
hidroxi-3,7-dimetilocta-2,5-dienoxi]cromen-2-ona, e os flavonoides
4-quercetina 3-glicosideo e 5-rutina (Figura 1).

Figura 1. Principais classes anotadas via Molecular Network do
extrato aéreo de M. cissoides.
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O ensaio de germinacéo revelou que o extrato da raiz de M.
cissoides (ER-MC) em 400 ppm inibiu significativamente a
germinacdo de Amaranthus lividus em 95% (Tukey, p < 0,05)
enquanto o extrato da parte aérea de M. cissoides (EPA-MC) ndo
apresentou diferenca em relagéo ao controle (Figura 2-A). O ER-MC
também reduziu de forma significativa o crescimento do hipocétilo
(87%) e da radicula (85%), ao contrario do EPA-MC cujas reducdes
(9% e 11%) ndo foram significativas (Figura 2-B e C). Esses
resultados indicam que o ER-MC apresentou potencial alelopatico,
que podem estar relacionados ao acimulo de metabolitos na raiz
produzidos por estd espécie com agdo inibitdria sobre outras plantas
interrompendo seu desenvolvimento inicial.

Figura 2. Porcentagem da germinagdo (A) e crescimento inicial (B
e C) de sementes de Amaranthus lividus tratada com controle e os
extratos em 400 ppm.

As barras indicam as médias das replicatas, as barras de erro representam o
erro padrao da média. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Os compostos fendlicos foram quantificados com base na
equacéo da curva padrdo do acido galico (y = 0,0027x — 0,0247, R?
=0,9979).

o

Dessa forma, 0o EPA-MC apresentou maior teor de fenélicos
(96,5 mg EAG/g) em comparacdo com o ER-MC (62,6 mg EAG/Q),
conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Dados do ensaio do teor de fendlicos totais

Extrato Média das absorbancias| Concentracdo mg
dos extratos EAG/g
EPA-MC 0,4967 96,5
ER-MC 0,3331 62,6

A quantificac@o dos flavonoides totais nos extratos também
revelou maior presenca no EPA-MC. Utilizando a curva padrdo da
quercetina (y = 0,0192x — 0,0185, R? = 0,9982), observou-se um teor
mais elevado desses compostos ho EPA-MC (60 mg EQ/g) em
relacdo ao ER-MC (11 mg EQ/qg), de acordo com os dados da Tabela
2. O maior teor de compostos fendlicos e flavonoides observados no
extrato da parte aérea pode estar relacionado ao fato de que as folhas
representam um importante centro de atividade metabdlica das
plantas, sendo mais ricas em metabdlitos secundarios para sua
protecdo do que outras partes do material vegetal (7).

Tabela 2. Dados do ensaio do teor de flavonoides totais

Extrato Média das absorbancias| Concentragdo mg
dos extratos EQ/g
EPA-MC 0,5580 60
ER-MC 0,1927 11

Conclusoes

Os extratos de M. cissoides demonstraram teores relevantes
de compostos fendlicos e flavonoides, sendo a parte aérea apresentou
a maior composicdo. No ensaio de germinacdo o extrato da raiz
revelou maior potencial alelopatico inibindo singificamente a
germinagdo e o desenvolvimento inicial das plantulas em 400 ppm.
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