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RESUMO

Com o avanco da agricultura e a necessidade
crescente por formas de controle de pragas, o uso em
larga escala de herbicidas sintéticos vem causando
problemas, destacando-se a polui¢do do solo por
moléculas herbicidas persistentes, acarretando o
surgimento de populacdes de plantas daninhas
resistentes aos métodos de controle. Por isso, muitos
estudos estdo sendo realizados na busca de novos
compostos de fontes naturais que podem apresentar
um bom grau de fitotoxicidade e podem ser
utilizados como herbicidas menos toxicos e
persistentes no ambiente. A espécie vegetal Tithonia
diversifolia ¢ amplamente conhecida por seu
comportamento invasivo. Diversos relatos na
literatura falam sobre seu efeito alelopatico em
diversas espécies vegetais, causando a inibi¢do do
crescimento ¢ da germinacdo de sementes. Tais
efeitos sdo associados as lactonas sesquiterpénicas,
metabolitos secundarios caracteristicos da familia
Asteraceae, a qual T. diversifolia pertence. No
presente trabalho, foi feito o extrato da lavagem
foliar de T. diversifolia utilizando diclorometano
como solvente, a partir do qual foi isolado e
identificado o composto majoritario. O extrato bruto
da lavagem foi submetido a bioensaio de
fitotoxicidade in vitro com sementes de Lactuca
sativa. O composto majoritario foi isolado através
de fracionamento do extrato em coluna de silica gel
flash e uma série de dilui¢des das fracdes 1 e 2, e
identificado através de ressonancia magnética
nuclear como sendo a Tagitinina C. Os sinais de
deslocamento de hidrogénio e carbono foram
confirmados pela comparacdo com os dados
presentes na literatura. Obteve-se um rendimento de
47,26% a partir do extrato bruto. O teste de
fitotoxicidade com o extrato bruto da lavagem foliar
reduziu o crescimento de plantulas de L. sativa,
contudo, apresentou menor atividade quando
comparado com o herbicida Flumyzin®.

Palavras-chave: Herbicida, Asteraceae, Produtos
naturais, Lactonas sesquiterénicas, Fitotoxicidade.
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1 INTRODUCAO

Com a demanda crescente pela producdo em massa de alimentos, a agricultura se tornou uma
das atividades humanas mais importantes. Diversas técnicas foram desenvolvidas com o passar da
histéria, com o objetivo de se produzir cada vez mais alimento para abastecer uma populacao em
ascendéncia constante. Dito isso, hd muito investimento em estudos que buscam otimizar o rendimento
da produg¢do de lavouras e minimizar os custos associados a elas. Dentre as adversidades enfrentadas
pelos produtores, as ervas daninhas se destacam como a principal causa de perdas em lavouras,
excedendo todas as outras formas de praga, como insetos, nematoides, doencas e roedores
(ABOUZIENA; HAGGAG, 2016). Estima-se que cerca de 20 a 30% dos gastos com lavouras sdo
destinados ao controle de ervas daninhas (ARANTES, 2007; SANTOS, 2009). As plantas daninhas
reduzem a produtividade, dificultam a colheita, e reduzem a qualidade do alimento pela contaminagao
com sementes e impurezas (ARANTES, 2007), por isso os herbicidas sdo o tipo de agrotoxico mais
consumido no Brasil, representando mais e 50% desse total (SANTOS, 2009; OFOSU et al., 2023).

As pesquisas dedicadas ao estudo de herbicidas entre os anos 1950 e 2000 tiveram foco apenas
em herbicidas sintéticos (VYVYAN, 2001). Contudo, o uso em larga escala de herbicidas sintéticos
tem apresentado uma série de problemas, tanto para a saide humana quanto para o meio ambiente.
Dentre esses problemas, pode-se destacar o efeito do herbicida em plantas nao-alvo, residuos no solo
e na agua, toxicidade para organismos ndo-alvo, surgimento de populacdes de plantas resistentes e
prejuizo para a saude e seguranca humana (ABOUZIENA; HAGGAG, 2016). Dentre tais problemas,
destaca-se o surgimento de plantas resistentes, que vem se tornando alvo da atencdo de pesquisas
relacionadas ao estudo de herbicidas sintéticos. O aparecimento de plantas daninhas resistentes esta
intimamente ligado ao aciimulo de residuos de herbicidas sintéticos de dificil degradacdo. Estas
substancias exercem uma pressao de sele¢dao em populagdes de plantas, selecionando biotipos que sdao
resistentes.

A resisténcia a herbicidas ¢ uma caracteristica natural e herdavel de alguns biotipos presentes
em determinada populacao, que permite que os individuos que possuem tais biotipos consigam crescer
e se reproduzir apds a exposi¢do a uma dose de um herbicida que seria letal a uma populagdo normal
(CHRISTOFFOLETTI; LOPEZ-OVEJERO, 2003). Ha cinco mecanismos primarios de resisténcia a
herbicidas: 1) Resisténcia em sitio-alvo, resultado de uma mutagdo que altera o sitio de ligagdo do
herbicida, frequentemente em uma enzima, prevenindo ou reduzindo a capacidade do herbicida se ligar;
2) Aprimoramento do metabolismo, de forma a aumentar a capacidade da planta de metabolizar o
composto herbicida; 3) Diminui¢ao da absorc¢ao e/ou translocagdo, o que pode resultar na restri¢ao do
movimento do herbicida em dire¢do ao sitio de acdo; 4) Sequestro do composto herbicida para dentro
da parede celular ou do vacuolo, reduzindo a concentragdo de herbicida que chega ao sitio de acao; 5)

Amplificagdo ou superexpressao do gene de producdo da enzima alvo, o que gera necessidade de
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maiores concentragdes de herbicida para causar a morte do vegetal (HEAP, 2014). Segundo Heap
(2014), as classes de herbicidas que mais selecionavam biotipos resistentes sdo os inibidores de
acetolactato sintase (ALS), inibidores do fotossistema II, inibidores de acetil-CoA carboxilase
(ACCase), auxinas sintéticas, bipiridilliums e glifosato. J& Ofosu et al. (2023) relata casos de
resisténcia a inibidores de 5-enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase (EPSP) e inibidores de sintese de
acidos graxos, além dos citados acima. Os inibidores de ALS sdo especialmente causadores de
resisténcia em espécies de plantas daninhas. Eles possuem sitio ativo na enzima acetolactato sintase,
que ¢ uma enzima vulneravel a mutagdes que conferem resisténcia pelo mecanismo de alteracao do
sitio alvo (EBERLEIN et al., 1999; HEAP, 2014).

Além do mecanismo de agdo, fatores relacionados as caracteristicas bioecoldgicas da espécie
vegetal também podem definir o potencial de desenvolvimento de resisténcia a herbicidas. Tais fatores
sao ciclo de vida curto, elevada producdo de sementes, baixa dorméncia das sementes, diversas
geracdes reprodutivas por ano, extrema suscetibilidade a um determinado herbicida e grande variedade
genética (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003).

Muitos dos herbicidas sintéticos, assim como os farmacos, sdo baseados em compostos naturais.
Cerca de 70% dos novos pesticidas registados possuem ingredientes cuja origem ¢ de pesquisas em
produtos naturais. Contudo, apenas 8% dos herbicidas convencionais sdo derivados de compostos
naturais ¢ 7% sdo compostos naturais (DAYAN; DUKE, 2014). Tais compostos sdo originados do
metabolismo secundério de plantas, que os produzem para protegdo contra herbivoria, fungos,
bactérias, virus, nematoides e ddo uma vantagem competitiva para a espécie, aumentando a chance de
sobrevivéncia (BALBINOT-JUNIOR, 2004).

A alelopatia ¢ definida como os efeitos, em geral negativos, exercidos por uma espécie de planta
no desenvolvimento de outras espécies. Tais efeitos sdo causados por metabodlitos secundarios
produzidos pela espécie invasora e liberados no meio ambiente. Os aleloquimicos, como sdo
denominados, podem ser liberados pela planta pelos processos de volatizagdo, exsudagdo pelas raizes,
lixiviagdo e decomposicao do corpo da planta (MIRANDA et al., 2015). A compreensao das relagdes
alelopaticas entre espécies de plantas ¢ uma grande aliada na determinagao de estratégias para combate
de plantas invasoras (LOPES, 2016).

Ha uma crescente preocupacdo por novas formulagdes de herbicidas que sejam mais seguras,
tanto para a saude humana quanto para o meio ambiente, e os aleloquimicos podem representar bons
substitutos como herbicidas sintéticos. Em geral, os compostos de origem natural sdo menos agressivos
devido a facil degradacdo quimica e bioldgica (BALBINOT-JUNIOR, 2004; DAYAN; DUKE, 2014).
Sem contar que trabalhar com compostos naturais possui a vantagem de que sua atividade biologica ja
¢ estabelecida e, geralmente, possuem uma diversidade de esqueletos de carbono biossintetizados que

exibem uma gama de atividades biologicas associadas a eles (DAYAN; ROMAGNI; DUKE, 2000).
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Por isso, pesquisa acerca do isolamento e teste de fitotoxicidade de compostos alelopaticos provindos
de plantas invasoras tem ganhado espaco, com o objetivo de obter-se novos compostos como potenciais
herbicidas naturais e na elucidacdo de novos mecanismos de acdo (DAYAN; DUKE, 2014; MIRANDA
etal., 2015).

A espécie vegetal Tithonia diversifolia, pertencente a familia Asteraceae, tribo Heliantheae, ¢
uma planta invasora que apresenta alta taxa de crescimento (ORSOMANDO et al., 2016). Esta espécie
apresenta grande potencial alelopatico e ¢ capaz de dominar hectares de terras agricolas e ndo-agricolas,
se tornando uma erva daninha e perturbando comunidades vegetais nativas. 7. diversifolia apresenta
potencial alelopatico na germinagao e crescimento de diversas espécies de plantas (KATO-NOGUCHI,
2020) e, como uma planta invasora, ¢ uma possivel fonte de aleloquimicos com potencial fitotéxico
(ALVES et al.,2011). O presente trabalho discorre sobre o potencial de produtos naturais derivados da

espécie vegetal T. diversifolia como agentes fitotdxicos.

1.1 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceac ¢ a maior familia de angiospermas, compreendendo 1.600 géneros
presentes no planeta. No Brasil hé cerca de 180 géneros e 1.900 espécies distribuidas por diferentes
biomas (ROQUE; BAUTISTA, 2008; RIBEIRO; SILVA; CASTRO, 2010). Ela representa 10% da flora
de angiospermas mundial e vem sendo intensivamente estudada quanto a anatomia, morfologia e
ecologia, e também quanto a sua fitoquimica, metaboldomica e estrutura macromolecular (NAKAJIMA;
SEMIR, 2001). A familia ¢ representada por plantas com caracteristicas muito variadas, que ocupam
uma enorme gama de habitats, prevalecendo em areas de clima tropical. Sdo representadas por plantas
de baixo porte, podendo ser herbaceas ou arbustivas, raramente arboreas (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005). Uma marcante caracteristica da familia sdo as inflorescéncias em capitulo, cujas
flores se inserem em um receptaculo largo e arredondado com formato discoide contendo bracteas
(SANTOS, 2019). Capa capitulo pode conter de uma a mais de 500 flores cujo ovario encontra-se
dentro do receptaculo e ¢ uniovulado (ROQUE; BAUTISTA, 2008; SANTOS, 2019).

Espécies da familia Asteraceae sdao muito estudadas no ponto de vista fitoquimico por
apresentarem uma diversa gama de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, ja apresentando
alguns compostos que proporcionam o desenvolvimento de firmacos, inseticidas e outros produtos
naturais (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). O uso etnobotanico de espécies de Asteraceae
¢ muito relatado em diversos lugares do globo para diversos fins (HEINRICH ef al., 1998;
MARTUCCI, 2016). Além do uso terapéutico, também sao exploradas na alimentacdo, producao
cosmética e como plantas ornamentais (ROQUE; BAUTISTA, 2008).

Dos compostos terapéuticos associados as plantas da familia Asteraceae, pode-se citar

flavonoides, poliacetilenos, cumarinas, terpenoides e lactonas sesquiterpénicas (ROQUE; BAUTISTA,
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2008; MARTUCCI, 2016; KATO-NOGUCHI, 2020). As lactonas sesquiterpénicas sao compostos que
apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas, dentre elas apresenta alto potencial fitotoxico.
Sao uma das classes de compostos associadas ao sucesso evolutivo e carater invasivo das espécies, que
desenvolveram um sistema quimico de defesa unico (ROQUE; BAUTISTA, 2008). Por isso, as
lactonas sesquiterpénicas podem ser boas candidatas para o estudo de novos herbicidas baseados em

produtos naturais (ARANTES, 2007; SANTOS, 2009; MIRANDA et al., 2015).

1.2 TRIBO HELIANTHEAE

A tribo Heliantheae ¢ a mais diversa e a maior tribo da familia Asteraceae, considerado por
muitos taxonomistas um dos tdxons mais primitivos de Asteraceac (CHRISTENSEN; LAM, 1990;
OLIVEIRA; SILVA; BARROS, 2007). As espécies que constituem a tribo sdo caracterizadas por
possuir folhas alternas ou opostas, geralmente trinervadas, com inflorescéncia terminal que pode ser
paniculiformes, corimbiformes ou em capitulo com flores bissexuadas (ALVES; ROQUE, 2016). Sao
encontradas em regides de clima tropical e subtropical, com poucos representantes em regido de clima
temperado (OLIVEIRA; SILVA; BARROS, 2007). A tribo é composta por 113 géneros que
compreendem 1.460 espécies espalhadas pelas Américas Central e do Sul, e no Brasil hé cerca de 60
géneros e 374 espécies (OLIVEIRA; SILVA; BARROS, 2007; ALVES; ROQUE, 2016).

As relagdes entre espécies de Heliantheae, assim como as relagdes da tribo com outros grupos
taxondmicos proximos, foi proposta a partir de estudos quimiotaxonomicos, que revelaram diferentes
classes de compostos encontrados na tribo, como flavonoides, acetilenos e lactonas sesquiterpénicas
(CHRISTENSEN; LAM, 1990). As lactonas sesquiterpénicas caracteristicas dessa tribo sdo produzidas
e armazenadas nos tricomas glandulares presentes nas partes aéreas das plantas (ROCHA, 2009, SILVA
et al.,2017). Tais compostos ocorrem em espécies da tribo Heliantheae com uma variedade enorme de
esqueletos de carbono (STEFANI, 2006), o que abre espaco para diversos estudos sobre produtos
naturais que as espécies dessa tribo podem fornecer, tendo em vista a diversidade de atividades
biologicas apresentadas por lactonas sesquiterpénicas (SCHMIDT, 2006). Dentre as espécies mais bem

estudadas da tribo Heliantheae, o presente trabalho trata da espécie 7. diversifolia.

1.3 TITHONIA DIVERSIFOLIA

A espécie vegetal T. diversifolia ¢ uma planta arbustiva que pode chegar até 4 metros de altura,
possui ramos eretos € muito ramificados, folhas alternas, pecioladas, geralmente dividida em 3 a 5
lobulos. As flores, 12 a 14, se inserem perifericamente em uma inflorescéncia em capitulo que ¢
rodeada pela corola cujas sépalas lembram pétalas de uma flor simples de cor amarela brilhante

(PEREZ et al., 2009). A inflorescéncia e as folhas de T diversifolia sdo mostradas na figura 1.
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E a espécie mais bem estudada do género Tithonia. Apresenta comportamento altamente
invasivo e apresenta uma grande taxa de producdo de biomassa (ORSOMANDO et al., 2016). Essa
planta pode produzir de 80.000 a 160.000 sementes por m?, com taxas de germinagio entre 18 e 56%
a 25°C (AJAO; MOTEETEE, 2017). Contudo, hé diversos relatos do uso de 7. diversifolia para fins
agricolas e terapéuticos. E relatado na literatura a capacidade dessa espécie de se adaptar a solos pobres
em nutrientes e de recuperar esses solos (OLABODE et al., 2007), além de ser capaz de crescer e
colonizar solos poluidos por metais pesados, sendo capaz de retirar os metais do ambiente e armazena-
los em seus tecidos (AYESA; CHUKWUKA; ODEYEMI, 2018). A espécie também possui alto teor
de nutrientes como nitrogénio, potassio e fosforo, sendo uma boa alternativa de adubo para manejo do
solo (OLABODE et al., 2007). Além disso, o alto teor de nutrientes torna a espécie boa para ser

utilizada como forragem para animais (ORSOMANDO et al., 2016; AJAO; MOTEETEE, 2017).

Fonte: Os autores (2023)

Diversos estudos buscam elucidar os constituintes quimicos de 7. diversifolia. Foi relatada a
presenga de flavonoides, sesquiterpenoides, diterpenoides e, em menores quantidades, fitoesterois,
xantanas, cumarinas, ceramidas, cromonas ¢ cromenos (CHAGAS-PAULA et al., 2012). Também ha
relatos da presenca de taninos, alcaloides e saponinas (HERRERA; VERDECIA; RAMIREZ, 2020).
Orsomando et al. (2016) identificou 161 compostos volateis na 7. diversifolia, destacando-se os
monoterpenos, que representaram 46,9% da composi¢do do 6leo volatil. Os compostos mais presentes
no dleo volatil sdo a-pineno limoneno e cis-crisantenol (ORSOMANDO et al., 2016). A classe de
metabolitos secundarios mais representativa da espécie € das lactonas sesquiterpénicas (CHAGAS-
PAULA et al., 2012; PASSONI et al., 2013; SILVA et al., 2017). Tais compostos conferem a 7.
diversifolia alto potencial alelopatico, que influencia na germinagao e crescimento de diversas espécies

de plantas (CHAGAS-PAULA et al., 2012). Muitos metabolitos secundarios de 7. diversifolia tém sido
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estudados a respeito de suas atividades biologicas e aplicabilidade. Devido a alta produgdo de biomassa
e de metabolitos biologicamente ativos, T. diversifolia tem potencial para ser explorada como fonte de
produtos naturais para fins terapéuticos e agricolas (CHAGAS-PAULA et al., 2012). A Tagitinina C ¢é
um metabolito secundario de 7. diversifolia, da classe das lactonas sesquiterpénicas, produzido nos

tricomas glandulares das folhas (SILVA et al., 2017).

1.3.1 Lactonas Sesquiterpénicas

As lactonas sesquiterpénicas sao metabolitos secundarios de plantas altamente distribuidos, que
apresentam uma grande diversidade de estruturas e de atividades metabdlicas (SCHMIDT, 2006). Esta
classe de compostos ¢ caracteristica marcante da familia Asteraceae e sua diversidade de estruturas ¢
utilizada como marcadores para estudos quimiotaxondmicos dos grupos pertencentes a esta familia
(CHAGAS-PAULA et al., 2012). Essa classe de moléculas ¢ caracterizada por possuir um esqueleto
de 15 carbonos que ¢ classificado de acordo com seu arranjo. Os principais grupos de STLs sdo os
germacranoideos, eudesmanolideos e guaianolideos, e os subgrupos menores mais representativos sao
os heliangolideos e pseudoguaianolideos (PADILLA-GONZALEZ; SANTOS; DA COSTA, 2016). A

figura 2 representa os esqueletos de carbono das principais classes de STLs.

Figura 2 — Esqueletos de carbono das principais classes de lactonas sesquiterpénicas

e e . v o
Germacranolideo Eudesmanolideo Guaianolideo

Fonte: Santos (2009)

O anel y-lactona ¢ presente na grande maioria das STLs, contendo um metileno exociclico
conjugado com uma carbonila (figura 3), e esta parte da molécula ¢ a responsavel pela diversidade de
atividades biologicas (PADILLA-GONZALEZ; SANTOS; DA COSTA, 2016). As atividades
bioldgicas associadas as STLs frequentemente ocorrem através de um mecanismo de ac¢do baseado na
interferéncia na fung¢do de macromoléculas celulares através de ligagdes covalentes do tipo adi¢ao de
Michael entre a parte eletrofilica da lactona e o centro nucleofilico dos alvos biologicos, o que leva a
alquilacdo das moléculas biologicas (SCHMIDT, 2006). A figura 3 mostra uma estrutura comum do

anel lactonico. Uma das atividades apresentadas pelas STLs ¢ a fitotoxicidade, muitas delas afetam a
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germinacgdo e desenvolvimento de algumas espécies de plantas, por isso, elas podem ser exploradas

como modelos para novos herbicidas (ARANTES, 2007).

Figura 3 — Estrutura quimica geral do anel lactonico

(o)

Fonte: Santos (2009)

A espécie vegetal T. diversifolia produz grandes quantidades das lactonas sesquiterpénicas
Tagitininas A e C em seus tricomas glandulares (STEFANI, 2006). Ja foi reportado que tais compostos
reduzem a germinagdo de sementes e o crescimento de mudas, sugerindo a possibilidade de estes
compostos serem os responsaveis pelo comportamento invasivo e alto potencial alelopatico da espécie
(MIRANDA et al., 2015; KATO-NOGUCHI, 2020). O presente trabalho visa explorar a atividade
fitotoxica dos extratos e compostos de 7. diversifolia, e avaliar o potencial dessa espécie vegetal como

fonte de produtos naturais com finalidade agricola.

1.4 LACTONAS SESQUITERPENICAS DERIVADAS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA COMO
UMA ALTERNATIVA A HERBICIDAS SINTETICOS

Os herbicidas sao a classe de agrotoxicos mais consumida dentre os agricultores. Em 2019, o
mercado global de pesticidas alcangou valores proximos a $84.,5 bilhdes, e representa 51,9% das vendas
de produtos agricolas (OFOSU et al., 2023). Contudo, o uso em larga escala de herbicidas sintéticos
estd levando a uma problematica enfrentada por produtores rurais, que ¢ o surgimento de populacdes
de plantas daninhas resistentes aos produtos comumente utilizados.

Heap (2014) realizou um levantamento de dados através da pagina na internet chamada “The
International Survey of Herbicide-Resistant Weeds”, no qual os usudrios registrados e cientistas do
mundo inteiro podem registrar casos de resisténcia a pesticidas ocorrentes na agricultura. Segundo o
autor, em 2013, havia 404 casos unicos de relacdo espécie vegetal x sitio de agdo do herbicida. 220
espécies de plantas apresentaram resisténcia a um ou mais mecanismos de a¢do de herbicidas, sendo
130 dicotiledéenas e 90 monocotiledoneas. O site apresentava dados de populacdes resistentes em 61
paises, sendo os paises com maior registro de ocorréncia os Estados Unidos, Canadd, Austrélia e
Franga, respectivamente. No ano de publicagdo do artigo, Heap (2014) verificou que o Brasil ocupava

oitavo lugar no ranking de paises com mais casos de resisténcia a herbicidas, apresentando 31 casos.
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Em nova busca na pagina do site realizada pela autora no ano de 2023, uma década apos o
relatado por Heap (2014), a pagina contava com 523 casos unicos de relagao espécie x sitio de acao do
herbicida, constando 269 espécies de plantas que apresentaram resisténcia a um ou mais mecanismos
de acao de herbicidas, sendo 154 dicotiledoneas e 115 monocotiledoneas. Em 2023, o site apresentou
casos de populagdes resistentes em 72 paises e, além disso, o Brasil passou a ocupar quarto lugar dos
paises com maior ocorréncia de populacdes resistentes com 49 casos, ficando atras apenas dos Estados
Unidos, Canada e Australia (http://www.weedscience.org). Realizando uma comparacao entre os dados
apresentados por Heap (2014) e os apresentados pela pagina apds uma década, € possivel observar que
a problematica de populagoes resistentes ¢ algo ocorrente em todo o mundo, € hd um aumento notavel
da quantidade de espécies que estdo se tornando resistentes aos herbicidas sintéticos comerciais. Isso
representa um grande problema para a produgdo de alimentos no mundo, porque as ervas daninhas
competem por espaco € nutrientes com as plantas cultivadas, o que reduz o rendimento ¢ a qualidade
da colheita. Segundo Hussein (citado por ABOUZIENA; HAGGAG, 2016), 0,19 kg de matéria seca
de ervas daninhas resultam em 1 kg de perda do rendimento de bulbos de cebola, e ao permitir que as
ervas daninhas cres¢am junto a colheita pode acarretar a remogao de 36,9; 9,6 e 57,0 kg per acre de
nitrogénio, fosforo e potdssio do solo, respectivamente.

Dito isso, hd um grande incentivo a busca de produtos naturais, extraidos de plantas, que podem
ser tdo eficazes quanto herbicidas sintéticos, porém que apresentem menores danos a saide ambiental
(BALBINOT-JUNIOR, 2004). Os aleloquimicos originados de plantas sdo uma fonte promissora na
busca por novos compostos herbicidas ou novos mecanismos de acdo (ARANTES, 2009). O
comportamento invasivo e potencial alelopatico de 7. diversifolia torna a espécie alvo de pesquisas a

respeito dos seus aleloquimicos e seu potencial como fonte de compostos herbicidas.

2 METODOLOGIA
2.1 COLETA E SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Tithonia diversifolia foram coletadas no municipio de Alegre — ES, Latitude -
20.7633 Longitude -42.5339 (20° 45 48” Sul e 41° 32’ 2” Oeste), e identificadas por pesquisadores da
Universidade Federal do Espirito Santo campus Alegre. Foram coletados 1,905 Kg de material vegetal.
A secagem do material foi feita em estufa a 50°C por 48 horas. Apds secagem do material vegetal, as
folhas foram levadas para o Laboratorio de Quimica Orgéanica e Farmacognosia, localizado na propria

UFES campus Alegre, para a obtengao do extrato de diclorometano.
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2.2 PRODUCAO DO EXTRATO E ISOLAMENTO DO COMPOSTO

O extrato foi preparado a partir da lavagem da superficie foliar de 7. diversifolia, uma vez que
na literatura ¢ relatado que as substancias de interesse, as lactonas sesquiterpénicas, sdo produzidas e
armazenadas nos tricomas glandulares em espécies da tribo Heliantheae (ROCHA, 2009; PAULA et
al., 2018). O solvente utilizado foi o diclorometano, formula quimica CH2Cl,. A escolha do solvente
se baseou nos estudos de polaridade das lactonas sesquiterpénicas, que apresentam boa solubilidade
em solventes apolares, como a acetona, éter e diclorometano (SCHMIDT, 2006; SILVA et al., 2016).
O extrato foi obtido através da lavagem da superficie foliar, utilizando 6L de solvente por um periodo
de 3 minutos, até que os tricomas glandulares desaparecessem e, em seguida, foi filtrado e concentrado
em rotaevaporador. Apds toda a secagem do solvente o extrato bruto estava pronto.

O isolamento dos compostos ocorreu através diversas técnicas cromatograficas em fases
estacionarias de silica e uma série de diluigdes em solventes com polaridades extremas. Inicialmente o
extrato bruto foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD), a fim de analisar a melhor
combinag¢do de solventes organicos que poderia ser utilizada para a condugdo do fracionamento do
extrato. A combinagdo de solventes selecionada foi Metanol:Acetato de Etila:Diclorometano
acidificado com acido acético. Apos andlise por CCD, foi realizada uma coluna de silica gel flash de
fase normal com pressdo moderada, seguindo as concentracdes descritas na tabela 1. As fragdes obtidas
foram analisadas por CCD, com o intuito de identificar se a fracdo se tratava de uma mistura ou um

composto puro.

Tabela 1 — Concentragdes utilizadas no fracionamento do extrato bruto de diclorometano de 7. diversifolia

Metanol AcOEt CH2Cl»
*5% *0% *95%
5% 0% 95%

Nota: * Fragdo ndo acidificada com acido acético (0,01%).
Fonte: Os autores (2023)

A primeira fracdo, Metanol:CH2Cly (5%:95% - sem acido acético) foi diluida em Hexano
formando um precipitado. A fase liquida foi separada do precipitado por filtragdo com uma pipeta de
vidro e algoddo. O precipitado foi analisado por CCD revelando o padrao de apenas uma mancha,
sendo, portanto, um composto puro.

A segunda fracdo, Metanol:CH2Cl> (5%:95% - acidificada com acido acético) formou um
precipitado ao ser diluida em Metanol para analise. A fase liquida foi separada do precipitado com
pipeta de vidro e algodao, e o precipitado foi submetido a dilui¢do em Hexano, formando um novo
precipitado. O novo precipitado foi novamente diluido em Metanol, gerando um terceiro precipitado.
Este foi analisado em CCD revelando apenas uma mancha. Em andlise comparativa por CCD foi
possivel observar o mesmo padrao do composto obtido da primeira fragdo, sendo denominado

composto (1). O fluxograma mostrado na figura 4 mostra o caminho percorrido na obtengdao do
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composto (1). Portanto, as fracdes do composto 1 foram misturadas e levadas para ser identificadas por

métodos fisicos de identificagdo de compostos.

Figura 4 — Fluxograma do caminho percorrido para a obtengao do composto (1)
Extrato diclorometano

Fracionamento em coluna de silica

Fragéo 1 Fragao 2 Fragdao 3 Fragio4 Fragaos Fragio 6 Fragao 7
Dilui¢dao em hexano Dilui¢do em metanol
Filtrado 1 Precipitado 1 Filtrado 2 Precipitado 2
Analise por CCD Dilui¢do em hexano
Composto 1
Filtrado 2a precipitado 2a
Diluigdo em metanol

Filtrado 2a.1 Precipitado 2a.1

Analise por CCD

Composto |

Fonte: Os autores (2023)

2.3 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO MAJORITARIO

A identificagdo do composto majoritario isolado através da técnica descrita no item anterior se
deu no campus da UNIFAL, na cidade de Alfenas — MG equipamento utilizado foi um espectrometro
Tesla Bruker 7.05, modelo AC-300 localizado no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear,
operado a 300 MHz na frequéncia do hidrogénio e 75 MHz na frequéncia do carbono. O solvente

utilizado foi cloroférmio deuterado.
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2.4 BIOENSAIO DE FITOTOXICIDADE

O ensaio de fitotoxicidade foi realizado no Laboratério de Quimica do Instituto Federal do
Espirito Santo, localizado em Rive, municipio de Alegre. Foram testadas cinco solucdes feitas em
70:30, agua:diclorometano, com concentragdes do extrato bruto de 7. diversifolia iguais a 3000, 1500,
750,375 e 187,5 ppm (ug.mL™') em sementes de Lactuca sativa (alface) in vitro. Uma solugio de dgua
destilada com o solvente diclorometano (70:30) foi utilizada como controle negativo (C-), € o herbicida
Flumyzin® foi utilizado como controle positivo (C+) na concentragdo de uso indicada pelo fabricante.
Cada tratamento foi realizado em sementes de L. sativa dispostas em placas de Petri forradas com papel
filtro umedecido com as solugdes do extrato bruto. As placas de Petri foram dispostas em delineamento
inteiramente casualizado e depositadas em incubadora BOD a 24°C durante todo do experimento. A
percentagem de sementes germinadas foi observada apos 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas de exposi¢do aos
tratamentos. O crescimento das raizes e da parte aérea foi determinado apds 48 e 96 horas,
respectivamente, de exposi¢do as concentracdes usadas, com auxilio de um paquimetro digital. A partir
dos dados obtidos, as seguintes variaveis foram avaliadas: porcentagem de germinagdo apds 48 horas
(%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG) calculado de acordo com Maguire (1962): IVG =
GI/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, onde G1, G2, Gn= nimero de plantulas germinadas da primeira até a

ultima contagem e N1, N2, Nn= numero de dias desde a primeira até a Gltima contagem.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto majoritario foi isolado e identificado como sendo a Tagitinina C, o que corrobora
com dados presentes na literatura (ROCHA, 2009; PASSONI et al., 2013; MIRANDA et al., 2015;
SILVA et al., 2017; KATO-NOGUCHI, 2020). A Tagitinina C foi fornecida pelas primeira e segunda
fracdes provindas do fracionamento do extrato bruto de Tithonia diversifolia em coluna de silica flash
com pressao moderada, utilizando como eluente uma solugao de 95:5, CH»Cl,:MeOH, sendo a primeira
fracdo sem adi¢do de &cido acético e a segunda com a adigdo de acido acético. A Tagitinina C foi
identificada como sendo um composto puro através da analise por cromatografia em camada delgada,
que revelou apenas uma mancha. Os compostos isolados das fracdes 1 e 2 foram identificados como o
mesmo composto por apresentar o mesmo fator de retencao (figura 5). O eluente utilizado foi 50:30:20

hexano:acetato de etila:diclorometano com adi¢ao de acido acético.
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Figura 5 — Placa de cromatografia em camada delgada da Tagitinina C

Fonte: Os autores (2023)

A confirmacao da estrutura quimica da Tagitinina C ocorreu através de analise por ressonancia
magnética nuclear de '3C e 'H. As figuras 6 e 7 mostram o espectro de '°C e 'H, respectivamente. O
espectro de carbono mostrou os valores de deslocamento dos carbonos das carboxilas na cetona
conjugada, ressonando em d¢ 197,0 (C-3), no grupo éster, ressonando em oc 176,2 (C-1") e no anel
lactonico, ressonando em 6c 170,0 (C-12). Além deles, também mostrou o carbono quaternario ligado
ao grupo metileno no anel lactonico ressonando em oc 136,0 (C-11), outro carbono quaternario
ressonando em Oc 72,0 ligado ao grupo hidroxila e uma metila (C-10), e outro carbono quaternario na
ligacdo dupla. Os carbonos e hidrogénios das ligagdes duplas apresentaram valores de deslocamento
iguais a dc 160,5/6n 5,82 (C-1), ¢ 129,5/8u 6,25 (C-2) e ¢ 137/8u 5,42 (C-5), d¢ 139,0 (C-4). Os
espectros mostram os demais carbonos do anel lactonico ressonando em 8¢ 76,0/01 6.99 para o carbono
ligado ao oxigénio (C-6) e 6c 48.3/0u 3,58 para o carbono tercidrio (C-7). O carbono quiral ligado ao
grupo éster possui sinal de carbono e de hidrogénio ressonando em ¢ 74,0/61 5,35 (C-8). O centro
quiral se encontra ligado a um metileno cujos hidrogénios apresentaram sinais de deslocamento
diferentes, ressonando em dc 47,0/01 2,00 e 1,10 (C-9). O centro quiral também influencia os valores
de deslocamento do metileno ligado ao anel lactdnico, cujos sinais apresentaram-se em dc 129,5/0u
6,35 e 5,80 (C-13). Os espectros obtidos para o composto (1) foram compativeis com os dados
apresentados na literatura para a Tagitinina C (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2011). Na tabela 2 sdo
mostrados todos os sinais de deslocamento de '*C e 'H apresentados pelo espectro de ressonincia

magnética nuclear da Tagitinina C.
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Figura 6 — Estrutura molecular da Tagitinina C e espectro de ressonancia magnética nuclear de '3C

-iBu

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Fonte: Os autores (2023)

Figura 7 — Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'C da Tagitinina C

Fonte: Os autores (2023)

Exploring the Field of Agricultural and Biological Sciences
Estudo quimico e biologico da espécie vegetal Tithonia diversifolia



Tabela 2 — Sinais de deslocamento de 13C e 1H dos espectros de ressonancia magnética nuclear da Tagitinina C

Posicéo 13C (75 Hz) 13C (Lit) 'H (300 Hz) 'H (Lit.)
1 160,5 160,1 5,82 (dd, 15Hz) 6,94 (d, 17.1 Hz)
2 129,5 129,6 6,25 (d, 15Hz) 6,25 (d, 17.1 Hz)
3 197,0 196,7 - -
4 139,0 138,8 - -
5 137,0 137,2 5,42 (d, 8Hz) 5,87 (d, 9.0 Hz)
6 76,0 75,9 6,99 (d, 8Hz) 5,41 (d, 9.0 Hz)
7 48,3 47,0 3,58 (quarteto, 3Hz) 3,54 (m)
8 74,0 73,9 5,35 (septeto, 3Hz) 5,30 (m)
9.a 47,0 48,3 2,00 (dd, 16 e 8Hz) 2,42 (dd,14.1e
4.2 Hz),
9.b 47,0 48,3 1,10 (dd, 2 e 8Hz) 2,02(dd,14.1¢e
4.2)
10 72,0 71,9 - -
11 136,0 136,0 - -
12 170,0 169,7 - -
13.a 129,5 124,9 6,35 (dd, 8Hz) 6,35(d, 1.8
13.b 129,5 124,9 5,80 (dd, 8Hz) 5,81(d, 1.8)
14 19,8 19,0 1,51 (s) 1,54 (s,
15 29,0 29,0 1,92 (s) 1,95 (s
1’ 176,2 176,2 - -
2 34,0 30,0 2,50 (m, 6Hz)
3 18,4 18,8 1,05 (d, 8Hz) 1,05(d, 6.9
4 18,6 18,6 1,05 (d, 8Hz) 1,07 (d, J 6.9 Hz

Fonte: Os autores (2023)

A Tagitinina C ¢ uma lactona sesquiterpénica do tipo heliangolido (PAULA, 2018) cuja
molécula ¢ lipofilica (ROCHA, 2009), o que explica a grande quantidade deste composto em extratos
preparados a partir de solventes menos polares, como o diclorometano. Isso ¢ demonstrado no trabalho
realizado por Passoni et al. (2013) ao realizar a identificagdo e quantificagdo das classes de compostos
em diferentes extratos de 7. diversifolia, resultando em uma extragdo de grande quantidade de
Tagitinina C no extrato da lavagem foliar da planta com acetona e, em contrapartida, ndo houve
deteccao desse composto no extrato polar. Foi obtida uma massa de 2,5 gramas do composto a partir
de 5,29 gramas de extrato bruto, obtendo-se um rendimento de 47,26%, apresentando um rendimento
satisfatorio.

Para o bioensaio de fitotoxicidade, foi utilizado o extrato feito a partir da lavagem da superficie
foliar de 7. diversifolia com diclorometano. Na superficie foliar ¢ onde se encontram os tricomas
glandulares, que sdo as estruturas que produzem e armazenam as lactonas sesquiterpénicas como a
Tagitinina C (SILVA et al., 2017), cuja atividade inibitoria do desenvolvimento de diversas espécies de
plantas ¢ relatada na literatura (MIRANDA et al., 2015; KATO-NOGUSHI, 2020). No presente
trabalho foi utilizada a germinagao de Lactuca sativa (alface) para demonstrar o efeito fitotéxico do
extrato. A porcentagem de sementes germinadas foi observada de 8 em 8 horas até completarem as
primeiras 48 horas e a mensuragdo das raizes e partes aéreas ocorreu apos 48 e 96 horas de exposi¢do

ao tratamento. A figura 8 representa o resultado da inibi¢do da germinacao e crescimento de L. sativa
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pelo extrato bruto de 7. diversifolia em comparagdo com o controle negativo (solugdo
agua:dicorometano 70:30) e com o controle positivo (herbicida Flumizyn®).

E possivel observar que o extrato bruto de 7. diversifolia apresentou inibicdo do
desenvolvimento das mudas de L. sativa. Contudo, a inibi¢do foi cerca de 50% menor quando
comparada com o controle positivo, significando que o extrato possui atividade fitotoxica razoavel. O

estudo foi conduzido durante o desenvolvimento inicial da planta-alvo, por serem mais sensiveis nesse

estagio (LOPES, 2016).

Figura 8 — Resultado do bioensaio de fitotoxicidade do extrato de T diversifolia frente ao desenvolvimento de L. sativa

T450 1 ,
£ 4,00 -
3,50 A
3,00 A
2,50 1
2,00 1
1,50 A
1,00 -
0,50 -
0,00 -

Crescimento Aéreo
o
(2]

0
2 RN

C(-) C(+)
Fonte: Os autores (2023)

As lactonas sesquiterpénicas, em geral, sdo conhecidas pelo seu potencial como agentes
fitotoxicos que podem ser explorados como modelos para novos herbicidas (ARANTES, 2007; RIAL
etal.,2016; DE OLIVEIRA, 2020). Santos (2009) investigou a atividade fitotoxica de diversas lactonas
sesquiterpénicas sintetizadas sobre o crescimento radicular de Sorghum bicolor (sorgo) e de Cucumis
sativus (pepino), cuja percentagem de inibi¢do chegou a ser superior a 50% para algumas lactonas.
Além disso, demonstrou o aumento da eficicia da inibicdo quando o composto ¢ encapsulado com
carreadores, como SOs3Hcxs e B-ciclodextrina, cuja lactona encapsulada passou de uma porcentagem
de inibi¢do de 24,7% para 62,2% (SANTOS, 2009). Martins (2022) observou uma inibicao dose-
dependente do crescimento radicular de Bidens pilosa (picao-preto) pela lactona sesquiterpénica
lapidolideo extraida de Lapidia aplicifolia, uma outra espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae.
Rial et al. (2016) testou a fitotoxicidade de diversas lactonas sesquiterpénicas, isoladas dos géneros
Decachaeta, Salvia e Podachaenium, frente ao desenvolvimento de capim-arroz e brachiara, e
concluiram que 4 das 5 lactonas sesquiterpénicas que apresentaram melhor inibi¢do foram do tipo

heliangolideo.
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Os resultados mostrados no presente trabalho foram obtidos através do experimento guiado no
Instituto Federal do Espirito Santo e representam resultados preliminares de uma série de bioensaios a
serem realizados, utilizando novas formas de extragdo e, também, utilizando compostos isolados, como
as Tagitininas C, A e F. Através dos resultados obtidos ¢ possivel observar que o extrato possui potencial
fitotoxico, apesar de ser menor quando comparado ao herbicida. Contudo, na literatura, ¢ possivel
verificar a diferenga do potencial herbicida de diferentes extratos, produzidos a partir de diferentes
solventes e formas de extracdo de 7. diversifolia. Miranda et al. (2015) observou diferencas na atividade
fitotoxica de extratos de diferentes partes da planta feitos a partir de acetato de etila e de metanol,
constatando que o extrato das folhas produzido com AcOEt apresentou maior fitotoxicidade, o que
corrobora com o fato de que os compostos fitotoxicos sdo produzidos e armazenados nas partes aéreas.
Kato-Noguchi (2020) realizou um levantamento no qual foi relatado atividade fitotoxica dos extratos
aquosos das folhas e dos brotos de T. diversifolia frente ao crescimento e germinacdo de diversas
plantas, como arroz, B. pilosa, milho, Amaranthus cruentus, cevada, repolho, pepino, cebola, rabanete,
tomate, Sorghum bicolor, entre outras.

A espécie-alvo selecionada para o bioensaio de fitotoxicidade foi Lactuca sativa, que é uma
espécie-alvo padrio para esse tipo de experimento. E amplamente relatada atividade inibitoria do
crescimento de L. sativa por extratos de T. diversifolia (MIRANDA et al. 2015; KATO-NOGUSH]I,
2020). Henzel (2022) constatou, através de experimentos, que os extratos aquosos de 7. diversofolia
em diferentes concentragdes retardaram a germinacao de sementes de L. sativa, diminuiram o indice
de velocidade de germinagdo e provocaram alteragdes morfoldgicas nas plantulas germinadas. Ja
Miranda et al. (2015) observou uma taxa de inibi¢do igual ao do herbicida Logran® frente a L. sativa
para os extratos produzidos com metanol e AcOEt de T. diversifolia, sendo o extrato de AcOEt mais
ativo. Portanto, ¢ possivel dizer que os extratos da espécie vegetal 7. diversifolia possuem potencial
herbicida e podem ser explorados como candidatos a produtos naturais com finalidade agricola.

Diversos fatores relacionados aos procedimentos realizados na produc¢do dos extratos e
isolamento de substincias podem interferir no grau de atividade biologica do produto natural. O
processo de extracao deve ser pensado de forma a selecionar os metabolitos de interesse, levando em
considera¢do a eficiéncia de extracdo, estabilidade das substancias, disponibilidade dos meios, custos
do processo e finalidade do extrato (DE OLIVEIRA, 2020). Silva et al. (2017) realizou um estudo
comparativo de duas formas de extracao da Tagitinina C retirada de 7. diversifolia, extragdo assistida
por ultrassom e maceragao dindmica, € observou que a extracao assistida por ultrassom foi capaz de
retirar maiores quantidades de Tagitinina C. Além disso, o solvente utilizado na obten¢do do extrato
também ¢ peca chave para a determinagdo do grau de atividade do extrato, como pode ser observado
no trabalho de Miranda et al. (2015). Essa relacao também pode ser observada no trabalho de Passoni

et al. (2013), no qual o extrato feito a partir de acetona apresentou grandes quantidades do principio
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ativo Tagitinina C, enquanto no extrato polar o composto ndo foi detectado. Para as lactonas
sesquiterpénicas de 7. diversifolia, os melhores solventes sdo aqueles relativamente apolares, como
cloroformio, éter etilico, benzeno, acetona, diclorometano e acetato de etila (SILVA et al., 2017; DE
OLIVEIRA, 2020). Dito isso, deve-se dar continuidade para a pesquisa a fim de realizar mais ensaios
utilizando outros solventes e formas de extracdo, além da elucidagdo dos demais compostos ativos e

testes de sua atividade fitotoxica.

4 CONCLUSOES

O extrato da lavagem foliar de Tithonia diversifolia apresentou a Tagitinina C como composto
majoritario. Através do ensaio fitotoxico foi possivel observar que o extrato feito através da lavagem
das folhas de T diversifolia apresentou inibi¢cdo do desenvolvimento de Lactuca sativa, contudo, a agao
do extrato foi menor do que do herbicida Flumyzin® utilizado como controle positivo. Por fim, ¢
evidente o potencial de extratos de 7. diversifolia como produtos naturais para fins de controle de
pragas, por isso, deve-se continuar o presente estudo com a finalidade de realizar mais testes com
extratos obtidos de diferentes formas de extragdo, sob diferentes condigdes e utilizando-se diferentes

solventes, e, também, realizar um estudo sobre os compostos responsaveis pela fitotoxicidade.
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