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RESUMO - Trés esteroides (espinasterol, espinasterona e glicopiranosil espinasterol) foram
isolados do caule de Moutabea guianensis, planta de origem amazonica. Suas estruturas foram
determinadas a partir das analises de RMN e por comparacido com dados espectroscépicos
da literatura. Foram avaliadas as atividades alelopaticas das trés substancias em duas plantas
invasoras de pastagens comuns da regido amazonica: Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia
(mata-pasto). A substancia glicopiranosil espinasterol foi mais ativa no ensaio de
desenvolvimento da radicula, inibindo a espécie Senna obtusifolia em 75%; o espinasterol
inibiu em 22% o desenvolvimento do hipocétilo de Senna obtusifolia; e no bioensaio de
germinacdo de sementes as substancias espinasterol e espinasterona proporcionaram 10%
de inibicdo em Mimosa pudica. A partir desses resultados, observou-se que a diferenca de
substituintes observada na posicao-3 dos esteroides é capaz de alterar a atividade alelopatica.
O grupo glicosil na posicao-3 elevou a atividade alelopatica de forma mais expressiva no
bioensaio de desenvolvimento de radicula da espécie malicia, quando comparado aos
esteroides hidroxilado e carbonilado. Este é o primeiro estudo quimico e alelopatico do género
Moutabea.

Palavras-chave: Moutabea guianensis, Polygalaceae, alelopatia, Senna obtusifolia, Mimosa pudica.

ABSTRACT - Three steroids (spinasterol, spinasterone, and spinasterol glucopyranosyl) were isolated
from the stem of the Amazonian plant Moutabea guianensis. Their structures were determined on
the basis of NMR analysis and by comparison with spectroscopic data found in the literature.
The allelopathic activities of the three substances were evaluated against two common weeds of the
Amazon region, Mimosa pudica (‘malicia’) and Senna obtusifolia (‘mata-pasto’). The substance
spinasterol glucopyranosyl was the most active in the radicle growth bioassay, inhibiting Senna
obtusifolia in 75%; spinasterol inhibited the development of hypocotyl of Senna obtusifolia in
22%, and spinasterone and spinasterol inhibited 10% of the seed germination of the species Mimosa
pudica. These results showed that the difference of substitutes at the C-3 position of the steroids
can influence allelopathic activity: the glicosyl group at the C-3 position enhanced the inhibition of
hypocotyl growth of the species Mimosa pudica, compared to the hydroxilated and carbonylated
steroid. This is the first chemical and allelopathic study with Moutabea guianensis.
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INTRODUCAO

As formas atuais de controle de plantas da-
ninhas, como rocagem (Chiovato et al., 2007;
Tipping, 2008), queimadas (Durigan et al.,
2007) e utilizacdo de herbicidas sintéticos
(Duke et al., 2007), nédo estdo atendendo as
atuais necessidades da sociedade, devido as
agressoes aos recursos naturais (agua e solo),
a vida silvestre e aos alimentos dos animais
e das pessoas, além de favorecer o aumento
sistematico no niimero de espécies de plantas
daninhas resistentes aos atuais produtos no
mundo (Owen et al., 2007; Powles & Yu, 2010;
Gressel, 2011; Riar et al., 2011). Somada a
esses fatores ainda existe a busca dos produ-
tores por herbicidas que possam proporcionar
maior produtividade, lucratividade e reducao
nos gastos com estes produtos. Esses fatores
estao forcando os agricultores a buscar novas
fontes de herbicidas que atendam as novas
exigéncias.

Aliado a esses aspectos, a percepcao de que
plantas e microrganismos podem fornecer
novas perspectivas de exploracao agricola vem
se somar as inumeras possibilidades de uso
da biodiversidade. Especificamente na regido
amazoOnica, pela rica e diversificada biodiver-
sidade, as espécies que compoem a floresta
tropical podem representar fonte impar para a
descoberta de inovadoras e importantes fontes
quimicas a fo, de para fazer frente ao desafio
de se desenvolver a atividade agricola compa-
tivel com as atuais e futuras exigéncias da
sociedade e de mercado (Mourdo Junior &
Souza Filho, 2010).

Estudos envolvendo alelopatia, uma
subarea da ecologia quimica, vém sendo
desenvolvidos na tentativa de encontrar
possiveis substancias que possam ser utiliza-
das pela industria agroquimica como potentes
bioerbicidas.

Entende-se por alelopatia efeitos diretos ou
indiretos de uma planta sobre outra, por meio
da liberacao de substancias. Esses efeitos
podem estimular ou prejudicar o desenvolvi-
mento de espécies sensiveis a essas substan-
cias — também denominadas de aleloquimicos.
Os aleloquimicos podem ser liberados para o
meio ambiente de diferentes formas: lixiviacao
de tecidos vivos e mortos da planta, exsudacao
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radicular, decomposicao de tecidos e vola-
tilizacao (Rice, 1984).

Um dos maiores esforcos realizados em
estudos envolvendo alelopatia é encontrar
maneiras de potencializar os efeitos alelopa-
ticos apresentados por algumas substancias,
a fim de produzir aleloquimicos mais potentes.
Uma das formas é inserir modificacdes
estruturais através de semissintese na molé-
cula de interesse e, posteriormente, testar a
atividade da molécula modificada. Dentro
dessa perspectiva, este trabalho teve como
objetivo comparar a atividade alelopatica de
trés esteroides, que possuem o esqueleto
estigmasta-7,22-dien, diferenciando-se um do
outro apenas por apresentarem diferentes
substituintes na posicao-3. Assim, foram
analisados de que forma esses substituin-
tes sdo capazes de interferir na atividade
alelopatica dos esteroides. As trés substan-
cias foram isoladas da espécie amazodnica
Moutabea guianensis, que pertence a fami-
lia Polygalaceae — uma familia quase cos-
mopolita que possui cerca de 22 géneros e
1.000 espécies (Furness & Sttaford, 1995;
Coelho et al., 2008). A espécie M. guianensis é
conhecida popularmente como cip6-gogo-de-
guariba, e o seu fruto, como olho-de-abutre ou
fruto-de-macaco (Pastore, 2006). Este é o
primeiro estudo dessa espécie sob o ponto de
vista quimico e alelopatico. Foram utilizadas
como plantas-alvo duas plantas invasoras de
pastagens tipicas da regido amazoénica: Mimosa
pudica (malicia) e Senna obtusifolia (mata-
pasto).

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo do material botanico

O material botanico utilizado (caule de
Moutabea guianensis) foi coletado por
parataxénomos, e a identificacdo botanica,
feita por botanico do Museu Paraense Emilio
Goeldi, onde uma exsicata encontra-se
catalogada sob o registro MG 195862.

Isolamento e identificacao das substancias

O caule seco e moido de Moutabea
guianensis foi extraido sucessivamente com
hexano, acetato de etila e metanol durante
cinco dias, fornecendo os extratos hexanico
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(EHC; 785,00 mg), acetato de etila (EAC; 4,89 g)
e metanolico (EMC; 3,12 g). O extrato hexanico
foi fracionado em CC em gel de silica eluida
com misturas de hexano e acetato de etila.
Apo6s monitoramento em CCD, as fracdes de
7-10 eluidas em Hex/AcOEt 10% foram
reunidas e recristalizadas em metanol, de
onde foi obtida a substancia S1 (espinasterol).
O extrato acetato de etila foi fracionado
também em CC, tendo como adsorvente gel de
silica e, como eluentes, hexano, acetato de
etila e metanol. Apés o fracionamento, as
fracdes foram monitoradas por CCD e aquelas
com perfis cromatograficos semelhantes
foram reunidas. Da fracao 3 eluida em Hex/
AcOEt 10% foi identificada a substancia S2
(espinasterona), e da fracao 24 eluida em
AcOEt/MeOH 50% foi identificada a substancia
S3 (glicopiranosil espinasterol). A elucidacao
estrutural das substancias isoladas foi reali-
zada pela analise de seus espectros de resso-
nancia magnética nuclear (RMN de 'H, RMN
de 3C, DEPT) e comparacdao com dados da
literatura (Figura 1).

Analise da atividade alelopatica

Bioensaio de germinacao de sementes: A
germinacao foi monitorada em um periodo de
cinco dias, com contagens diarias e elimina-
cao das sementes germinadas. Foram consi-
deradas sementes germinadas aquelas que
apresentavam extensao radicular maior ou
igual a 2,00 mm (Juntila, 1976; Duram &
Tortosa, 1985). Os bioensaios foram realizados
em camara de germinacdo em temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.
No bioensaio de germinacao de sementes,
cada placa de Petri de 9,0 cm de diametro,
forrada com um disco de papel-filtro qualitativo,
recebeu 15 sementes previamente tratadas
com acido sulflirico, para a quebra de dormén-
cia (Souza Filho et al., 1998).

Bioensaio de desenvolvimento de radicula
e hipocétilo: Os bioensaios de desenvolvi-
mento da radicula e do hipocétilo foram reali-
zados em um periodo de 10 dias. Ao final desse
periodo, mediu-se o comprimento da radicula

Caule seco e moido
2200,00g
-Extracdo com hexano (7 L)
1-Filtracao
2-Concentracao
Residuo 1
EHC
m=185,00 mg —Extragio com AcOEt (7 L)
1-Filtragao
= 2-Concentragao
Residuo 2
EAC
-Extracdo com MeOH (7 L) m=4,89 g
1-Filtragao
2-Concentragiao
Residuo 3
EMC
m=3,12g

Figura 1 - Fluxograma de obten¢ao dos extratos do caule de Moutabea guianensis.
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e do hipocétilo. Os bioensaios de desenvolvi-
mento foram realizados em camara de ger-
minacdo em temperatura constante de 25 °C
e fotoperiodo de 24 horas. Nos bioensaios de
desenvolvimento da radicula e do hipocétilo,
cada placa de Petri de 9 cm de diametro,
forrada com papel-filtro qualitativo, recebeu
duas semente pré-germinadas.

Procedimentos comuns: Em todos os
bioensaios, as substancias S1, S2 e S3 foram
testadas separadamente. Cada placa de Petri
de 9 cm de diametro recebeu 3 mL de solucao
das substancias-teste, na concentracao de
20 mg L!; as solucdes foram adicionadas ape-
nas uma vez, no inicio dos bioensaios, sendo
entdo adicionada apenas agua destilada
quando necessario, para manter a concen-
tracao inicial.

Delineamento experimental e analise
estatistica

O delineamento experimental foi intei-
ramente casualizado, e as trés substancias
foram avaliadas em uma unica concentra-
cao de 20 mg L, com trés repeticoes. Para o
experimento, utilizou-se como tratamento
testemunha agua destilada. Os dados foram
analisados pelo teste F, e as médias, compa-
radas pelo teste de Tukey (p>0,05). Na analise
dos dados utilizou-se o programa SAS (1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacao das substancias

A substancia S1 (Figura 2) foi isolada da
fracao 12 do extrato hexanico do caule de
M. guianensis como um sélido branco soltvel
em diclorometano e apresentou perfil tipico de
esteroide no espectro de RMN de 'H, onde é
possivel observar, entre outros sinais, um
multipleto em §,; 3,60 caracteristico de hidro-
génio oximetinico da posicdo-3 do esqueleto
dos esteroides, dois sinais na regido de hidro-
génios olefinicos, §,, 5,02 (1H, dd, J=15,2 Hz,
J=8,5 Hz) e uma sobreposicao de sinais em
3, 5,15 (2H, m). Nos espectros de RMN de *C e
DEPT sao observados 29 sinais de carbono, dos
quais seis sdo referentes a carbonos metilicos,
nove, a metilénicos, dez, a metinicos, e quatro,
a quaternarios. Desses sinais, podem-se
destacar §, 71,1 caracteristico de carbono
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oximetinico em C3 de esteroides e em
8. 117,5,8.129,4,58, 138,2 e, 139,5 os sinais
de carbonos olefinicos de duas insaturacoes.
Com base nos dados dos espectros de RMN de
'H, de '3C e DEPT e comparac¢ao com dados da
literatura (Zhang et al., 2005), a substancia
S1 foi identificada como espinasterol — um
esteroide muito encontrado em espécies da
familia Polygalaceae. Na Tabela 1 é mostrada
a comparacao dos dados de RMN de '*C obtidos
com os dados encontrados na literatura para o
espinasterol.

A substancia S2 (Figura 2) foi obtida da
fracao ACC3 do extrato acetato de etila do caule
de M. guianensis. A substancia apresentou-se
como um so6lido branco soltivel em dicloro-
metano. Em seu espectro de RMN de 'H foram
observadas algumas semelhancas com o
espectro de RMN de 'H da substancia S1, com
a diferenca de que neste espectro nao foi
possivel observar o multipleto referente ao
hidrogénio H-3. No espectro de RMN de 3C
foram observados 29 sinais majoritarios, dos
quais podem-se destacar os sinais de carbonos
metinicos 6, 117,1, 6,129,6 e §.138,1 eo0
de carbono totalmente substituido &, 139,6,
que indicam tratar-se de carbonos olefinicos.
Pode-se destacar também o sinal em 6, 212,1,
indicativo de carbonila de cetona. A partir das
informacoes acumuladas pelas analises dos
espectros de RMN de 'H, de *C e DEPT da
substancia S1 analisada anteriormente e
comparacado com dados da literatura (Souza
et al., 2001) (Tabela 1), a substancia S2 foi
identificada como a espinasterona.

A substancia S3 (Figura 2) foi isolada da
fracao AC24 do extrato acetato de etila do caule
de M. guianensis como um sélido cristalino
soltivel em piridina. O seu espectro de RMN
de 'H apresentou-se muito semelhante ao
espectro de RMN de 'H da substancia S1, com
a diferenca de que o multipleto em torno de
3, 3,60 encontra-se deslocado para §,4,00 e
pela presenca de sinais de hidrogénio na
regido de acucar, sugerindo a presenca de
uma unidade de agtcar na posicdo-3. Também
podem ser destacados, no espectro de RMN de
'H, dois multipletos em §, 5,02 e §,, 5,20 na
regiao de hidrogénios olefinicos. No espectro
de RMN de !3C e no espectro de DEPT, foi obser-
vada a presenca de 35 sinais. Dos 35 sinais,
seis sdo referentes a carbonos metilicos e dez




Bioensaios de atividade alelopatica dos esteroides espinasterol, ... 709

Figura 2 - Estrutura das substancias isoladas de Moutabea guianensis.

a metilénicos, entre eles §, 62,9, caracte-
ristico da posicdo-6 de unidade de glicose,
além de 15 metinicos, dos quais podem-se
destacar os sinais de RMN de '3C indicativos
de unidade glicosidica (5, 71,8, 8. 75,4,
d.78,6,08.78,7¢ed.102,3), o sinal de carbono
oximetinico (5, 77,1) e os sinais presentes na
regido de carbonos olefinicos (8, 117,9, 8. 129,7
e 9§, 138,7); ainda estdo presentes quatro
sinais de carbonos quaternarios, entre eles
aquele localizado na regido de carbonos olefi-
nicos: §, 139,9. Com as informagoes obtidas
dos espectros de RMN de 'H, de '3C e DEPT e
comparacao com dados da literatura (Zhang
et al., 2005), a substancia S3 foi identificada
como glicopiranosil espinasterol (Tabela 1).

Analise da atividade alelopatica das
substancias

No bioensaio de atividade alelopatica sobre
a germinacao de sementes, foi observado que
a espécie Mimosa pudica (malicia) foi a mais
sensivel e apresentou maiores inibicoes

diante das substancias espinasterol (S1) e
espinasterona (S2), ambas com 10% de inibi-
cao, enquanto o glicopiranosil espinasterol (S3)
inibiu 7%. Esses resultados sao indicativos de
que a diferenca existente na posicao-3 dos
esteroides testados (S1-hidroxila, S2-carbonila
e S3-glicose) nao provocou diferencas signifi-
cativas nos potenciais de inibicao de germi-
nacao dessas substancias na invasora Mimosa
pudica (malicia). A espécie Senna obtusifolia
(mata-pasto) nao se mostrou sensivel ao en-
saio de germinacédo de sementes. Na Figura 3
€ apresentado o grafico com os resultados de
inibicdo de germinacao das substancias S1,
S2 e S3.

A espécie que sofreu maiores inibicoes no
bioensaio de desenvolvimento da radicula
(Figura 4) foi Senna obtusifolia (mata-pasto), e
a substancia que proporcionou maior atividade
alelopatica para essa invasora foi a
glicopiranosil espinasterol (S3), com potencial
de inibicdo de 75%, seguida de espinasterona
(S2), com 46%, e espinasterol (S1), com 37%
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Tabela 1 - Dados de RMN de "*C de S1 e S2 (75 MHz, CDCL,) e S3 (75 MHz, piridina-d;) em compara¢do com dados da

literatura
C 5 Sl &SI LitY 582 5S2LitY 533 5 S3 LitY
1 37,1 37,1 38,9 38,8 37,3 37,3
2 314 31,5 38,2 38,1 30,0 30,0
3 71,1 71,1 212,1 212,0 77,1 77,1
4 37,9 38,0 443 442 34,5 34,6
5 40,2 40,2 43,0 42,9 40,2 40,2
6 29,6 29,7 30,1 30,0 30,0 30,0
7 117,5 117,5 117,1 117,0 117,9 117,9
8 139,5 139,6 139,6 139,5 139,6 139,6
9 49.4 494 49,0 48,9 49,6 49,6
10 342 342 34,5 34,4 34,7 34,8
11 21,5 21,5 21,8 21,7 21,7 21,8
12 39,5 39,4 39,4 39,3 39,7 39,6
13 433 433 433 432 435 435
14 55,1 55,1 55,1 55,0 55,3 55,3
15 23,0 23,0 23,1 22,9 234 234
16 28,5 28,5 28,6 28,6 28,9 29,0
17 55,8 55,9 56,0 56,0 56,0 56,1
18 12,0 12,0 12,2 12,2 12,2 12,3
19 13,0 13,0 12,5 12,5 13,1 13,1
20 40,8 40,8 40,9 40,9 41,1 412
21 21,4 21,4 21,2 21,2 21,6 21,7
22 138,2 138,2 138,1 138,1 138,7 138,7
23 129,4 129,4 129,6 129,6 129,7 129,7
24 51,2 51,2 51,3 51,3 51,4 51,5
25 31,9 31,9 32,0 32,0 32,2 32,2
26 19,0 19,0 21,5 21,5 19,2 19,2
27 21,1 21,1 19,1 19,1 21,3 21,3
28 25,4 254 25,5 25,5 25,7 25,7
29 12,2 12,2 12,3 12,3 12,5 12,6
r 102,3 102,3
2 75,4 75,4
3 78,7 78,7
4 71,8 71,8
5 78,5 78,6
6’ 62,9 62,9

U Zhang et al. (2005). 2 Souza et al. (2001).

de inibicao, mostrando que o esteroide substi-
tuido na posicao-3 pela unidade de actcar é o
mais ativo. A espécie daninha Mimosa pudica
(malicia) sofreu maior reducado no desenvol-
vimento da radicula (13%) diante da substan-
cia espinasterol (S1).

No ensaio de desenvolvimento do hipocoétilo
(Figura 5), a espécie mata-pasto se mostrou
mais afetada diante das substancias espi-
nasterol (S1) e glicopiranosil espinasterol
(S3), com potenciais de inibicao de 22 e 13%,
respectivamente, mostrando que a presenca
da hidroxila na posicdo-3 tem maior influéncia
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nessa atividade. A espécie invasora Mimosa
pudica (malicia) mostrou-se mais sensivel ao
efeito inibitério da substancia espinasterol
(S1), 9%.

Trabalhos envolvendo atividade alelopatica
de esteroides nao sdo frequentes na litera-
tura. Estudos recentes tém demonstrado que
substancias naturais presentes no arroz
(Oryza sativa) possuem atividades herbicidas,
entre as quais esteroides livres e glicosilados
(Chung & Ahmad, 2010). Os esteroides
estigmasterol e [-sitosterol apresentaram
efeitos alelopaticos sobre o crescimento do
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Figura 3 - Efeitos das substancias (20 mg L) testadas sobre a
germinagdo de sementes de Mimosa pudica (malicia) e Senna
obtusifolia (mata-pasto). S1: espinasterol; S2: espinasterona;
S3: glicopiranosil espinasterol. Dados expressos em
percentual de inibigdo em relagdo ao tratamento testemunha
—agua destilada. Médias seguidas de letras iguais, maitsculas
paras as substancias S1, S2 e S3 e mintsculas para efeito
inibitorio entre as espécies, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p>0,05).

80
70 B Malicia O Mata-pasto f2ha

60
50 46 Ba
40 37 Ca

30

Inibicéo (%)

207 13A 10 Ab

10 5Bb

0 N

S1 S2 S3
Substancias

Figura 4 - Efeitos das substancias (20 mg L") sobre o
desenvolvimento da radicula de Mimosa pudica (malicia) e
Senna obtusifolia (mata-pasto). S1: espinasterol; S2:
espinasterona; S3: glicopiranosil espinasterol. Dados
expressos em percentual de inibi¢ao em relago ao tratamento
testemunha — agua destilada. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para as substancias S1, S2 e S3 e minusculas
para efeito inibitorio entre as espécies, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).

feijdo-caupi (Vigna unguiculata), mostrando
efeito inibitorio sobre a taxa de germinacéo, o
comprimento da parte aérea e o peso fresco
(Kpoviessi et al., 2006). Macias et al. (1997)
demonstraram as atividades alelopaticas de
diversos esteroides isolados de Melilotus
messanensis sobre a germinacdo e o cresci-
mento das monocotiledéneas Hordeum vulgare
e Allium cepa, bem como das dicotiledéneas

Lactuca sativa (var. Nigra e var. Romana) e
Lycopersicon esculentum. Santos et al. (2008a)
relataram a atividade alelopatica dos este-
roides esgosterol e peroxido de ergosterol iso-
lados do fungo endofitico Pestalotiopsis guepinii,
cujos resultados se assemelham aos potenciais
observados no presente estudo. Em estudo
recente (Santos et al., 2008b), foi demonstrado
que substancias que guardam estreitas seme-
lhancas com os esteroides, como os triter-
penos, potencializam os efeitos alelopaticos em
diferentes pH, e esse € um caminho a ser
explorado.

Nos bioensaios de atividade alelopatica
sobre a germinacdo de sementes, os este-
roides testados néo proporcionaram inibicoes
significativas, tendo Mimosa pudica (malicia)
e Senna obtusifolia (mata-pasto) como espécies
receptoras. Resultados expressivos foram
obtidos nos bioensaios de desenvolvimento da
radicula, em que a substancia glicosilada S3 foi
a mais ativa, evidenciando que a substituicao
na posicao-3 dos esteroides pode influenciar
no potencial alelopatico avaliado. De maneira
geral, as atividades alelopaticas foram doses-
dependentes e variaram de acordo com a espé-
cie testada e o parametro analisado. O fato de
triterpenos exibirem atividade alelopatica
potencializada em diferentes pH e de a ativi-
dade alelopatica dos esteroides avaliados no
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0 = T T
S1 S2 S3
Substancias

Figura 5 - Efeitos das substancias (20 mg L-') sobre o
desenvolvimento de hipocétilo de Mimosa pudica (malicia)
e Senna obtusifolia (mata-pasto). S1: espinasterol; S2:
espinasterona; S3: glicopiranosil espinasterol. Dados
expressos em percentual de inibi¢ao em relago ao tratamento
testemunha — agua destilada. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para as substancias S1, S2 e S3 e minusculas
para efeito inibitorio entre as espécies, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).
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presente estudo variar com a substituicao na
posicao-3 abre expectativa para estudos de
correlacdo estrutura quimica versus atividade
biologica, variando os substituintes dessa
posicao.
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