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Chemical Study and Evaluation of Anti-Inflammatory, Antitumor and Antioxidant
Activities of Aerial Parts from Aeschynomene sensitiva

Abstract: The specie Aeschynomene sensitiva can be found in several Brazilian states and is considered a
weed occurring mainly in regions with a floodable tropical climate. The first phytochemical investigation of A.
sensistiva seeds, leaves and steam led to the isolation of rotenoid 6'-O-B-D-glucopyranoside-6a,12a-
hydroxyrotenone, the isoflavonoid dihydroxy-4', 5'-dimethoxyisoflavone, quercetin 3-O-B-D-glycoside,
quercetin-3-0-B-D-galactopyranoside, quercetin  3-O-a-L-rhamnopyranoside, the triterpenic saponin
soyasaponin | and a mixture of gallic acid and methyl gallate. The structures of the isolated compounds were
assigned on the basis of one- and two dimensional NMR spectroscopic methods and by comparison with
literature data. The anti-inflammatory, antitumoral and antioxidant activities of the crude methanolic extract
and its fractions were analyzed. The ethyl acetate fraction of seeds (FAcS) and leaves (FAcF) showed high
antioxidant activities with ICs, of 12.4 and 18.2 pg/mL, respectively.

Keywords: Aeschynomene sensitiva; Fabaceae; anti-inflamatory activity; antioxidant activity; rotenoid;
saponin.

Resumo

A espécie Aeschynomene sensitiva é considerada uma erva daninha que ocorre principalmente em regides de
clima tropical alagavel, e pode ser encontrada em varios estados brasileiros. Até o presente momento nao ha
relatos na literatura sobre estudo quimico e farmacoldgico para essa espécie. O primeiro estudo fitoquimico
de sementes, folhas e galhos de Aeschynomene sensitiva levou ao isolamento do rotendide 6'-O-B-D-
glucopiranosideo-6a, 12a-dehidrorotenona, do isoflavonoide  glicosilado  2’,7-dihidroxi-
4’,5’dimetoxiisoflavona, dos flavonoides quercetina-3-0-B-D-glicosideo, quercetina-3-0-B-D-
galactopiranosideo e quercetina-3-0-a-L-ramnopiranosideo, dos compostos fendlicos acido gélico e galato de
metila e da saponina soiasaponina I. As estruturas dos compostos isolados foram atribuidas com base em
dados espectroscopicos de RMN uni- e bidimensionais e comparagdo com dados da literatura. Foram
avaliadas as atividades anti-inflamatdria, antitumoral e antioxidantes do extrato metandlico bruto e suas
fragBes. As fragbes acetato de etila das sementes (FAcS) e folhas (FAcF) apresentaram elevada atividade
antioxidante com 1Cso 12,4 and 18,2 pg/mL, respectivamente

Palavras-chave: Aeschynomene sensitiva; Fabaceae; atividade anti-inflamatoria; atividade antioxidante;
rotendide; saponina.
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1. Introdugao

A espécie Aeschynomene sensitiva SW é
considerada uma erva daninha popularmente
conhecida como “angiquinho” que se
desenvolve principalmente em regiGes de
clima tropical alagdvel e pode ser encontrada
nos Estados do Parand, Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul."
Até o presente momento nado foram
encontrados estudos sobre a constituicao
guimica ou potencial farmacoldgico para esta
espécie, sendo que o0 Unico estudo
encontrado descreve que partes ndo
especificadas da planta possuem atividade
inseticida.’

Contudo, os estudos quimicos e
farmacoldgicos encontrados para espécies do
género Aeschynomene relatam a presenca de
flavonoides, neoflavondides e rotendides
como principais constituintes quimicos. Fullas
e colaboradores® isolaram os neoflavondides
mimosifoliol e mimosifolenona a partir das
raizes de Aeschynomene mimosifolia, os
quais demonstraram moderada atividade
citotoxica frente a células tumorais de
carcinoma epidermadide oral. Para a espécie
A. indica foi relatado a presenca de
compostos aromaticos, esterdides rotendides
e flavondides.”’A espécie A. virgata foi
avaliada frente a herpes-virus bovino e suino,
e demonstrou um importante efeito anti-
herpético.> Em outro estudo, Braggio e
colaboradores’ evidenciaram que o sumo
liofilizado das folhas desta espécie exibe um
acentuado efeito depressor do SNC (Sistema
Nervoso Central), além de propriedades
analgésicas e antiinflamatdrias. O extrato
etandlico de Aeschynomene stolzii foi
considerado citotéxico frente a células
leucémicas e melanoma.™

Em um estudo anterior realizado pelo
nosso grupo de pesquisas com a espécie A.
fluminensis foi reportado o isolamento dos

Vo

flavondides canferitrina, a-raminoisorobina,
3-0O-apiofuranosil-7-0-
raminopiranosilcanferol, quercetina,
avicularina, daidzeina, iso-hemifloina, da
procianidina A2, e do poliol 3-O-metil-quiro-
inositol. Além disso foi verificado neste
estudo que os extratos e fracOes obtidos a
partir desta espécie apresentam significativa
atividade anti-inflamatéria.™*

O reduzido nimero de informagdes na
literatura sobre a composicdo quimica e
potencial  farmacoldgico de  espécies
pertencentes ao género Aeschynomene
motivou a realizacdo do presente trabalho. O
objetivo desta pesquisa foi o estudo
fitoquimico das folhas, galhos e sementes da
espécie A. sensitiva e a avaliacdo das
atividades anti-inflamatdria, antitumoral,
antioxidante dos extratos brutos e fracdes.

2. Resultados e discussao

2.1. Estudo Quimico

O estudo fitoquimico das folhas e
sementes de A. sensitiva SW resultou no
isolamento da mistura do rotendide
glicosilado 6’-hidroxi-6a, 12a-
dehidrorotenona (1) e do isoflavondide
dihidroxi-4’,5 dimetoxiisoflavona  (2),"* da
mistura dos flavondides quercetina 3-O-B-D-
glicosideo  (3)," quercetina  -3-O-B-D-
galactopiranosideo (4)*° e quercetina 3-0-a-
L-ramnopiranosideo  (5),° da saponina
triterpénica soyasaponina | (6),** e da
mistura de &cido gélico (7)” e galato de
metila (8).>* As estruturas das substancias
foram elucidadas com base na analise dos
dados espectroscépicos de RMN (*H, ®C,
DEPT, COSY, NOESY, TOCSY, HSQC e HMBC) e
por comparacdo com os dados disponiveis na
literatura.
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados de Aeschynomene sensitiva SW

As substancias 1 e 2 foram isoladas em
mistura a partir do estudo do extrato (EBS) na
forma de solido amarelo, sendo
caracterizadas como o rotendide 6°-O-B-D-
glucopiranosideo-6a, 12a-dehidrorotenona e
o isoflavonoide dihidroxi-
4’ 5'dimetoxiisoflavona, respectivamente,
por meio da comparacao dos dados
espectroscopicos de RMN com os descritos
na literatura.’**® Para a substancia 1, a qual
foi majoritdria na mistura, o espectro de
RMN de 'H mostrou sinais caracteristicos de
rotendide, apresentando na regido de
aromaticos dois singletos em &§ 6,68 (s, H-4) e
6,49 (s, H-1) e dois sinais de hidrogénios com
acoplamento orto- entre si [6 6,45 (H-10) e
7,73 (H-11) d, J = 8,4 Hz], sinais referentes a
dois grupos oximetilicos em & 3,65 (s, 2-OMe)
e 3,76 (s, 3-OMe) e sinais de ressonancia
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caracteristicos de anel di-hidrofurano em 6
1,22 (s, Me-8°), 1,36 (s, Me-7"), 3,09 e 3,18
(m, H-4°), 4,88 (dd, J= 9,9 e 7,2 Hz, H-5"). A
unidade glicosidica foi caracterizada como B-
glicose pelos demais sinais de hidrogénios
oximetinicos e oximetilénicos observados
entre § 3,11 (m) e 3,80 (m) e do 'H
anomérico em 6 4,53 (d, /= 7,5 Hz) e os sinais
de RMN *C em & 98,8 (C-1”), 75,1 (C-2"),
78,1 (C-3), 71,7 (C-4”), 77,6 (C-57) e 62,8
(C-6""). As posicBes da unidade de glicose e
dos grupos metoxilas foram inferidas com
base nas correlagdes observadas no HMBC
(Figura 2). O hidrogénio anomério (H-1", &
4,53) apresentou correlagdo com o carbono
em & 79,2 (C-6") e os sinais de hidrogénios
referentes as metoxilas em 6 3,65 e 3,76 com
os carbonos em 6§ 144,9 (C-2) e 152,8 (C-3),
respectivamente (Tabela 1).
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Figura 2. Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a substancia 1

Para o composto 2 o espectro de RMN de
'H apresentou dois singletos na regido de
sinais oximetilicos (6 3,78 e 3,90), sinais na
regido de aromaticos em 6 6,75 (s, H-3"), 6,90
(s, H-6°), 7,20 (H-6, dd, J = 8,7 e 2,1 Hz), 7,25
(H-8,d,/=2,1Hz) e 8,10 (H-5,d,/=8,7 Hz) e
um singleto em 6 8,11 (H-2) caracteristico de
isoflavondide. A unidade de glicose foi
caracterizada pelo sinal do hidrogénio
anomérico em 6 5,11 (H-1",d, J=7,5 Hz) e
dos sinais de RMN “*C em 6 101,8 (C-17'), 74,7
(C-27), 78,4 (C-3""), 71,2 (C-4”), 77,8 (C-57) e
62,4 (C-6""). A conectividade desta unidade
na posicdo C-7 da aglicona foi confirmada
pela interacdo de H-1"" (6 5,11) com H-8 (6
7,25) observada no NOESY.

A mistura de 3, 4 e 5, isolada da fracdo
acetato de etila das sementes (FAcS) como
um solido amarelo, foi evidenciada pelos
sinais  caracteristicos de  hidrogénios
anoméricos de trés unidades glicosidicas
observados no espectro de RMN 'H em &
5,24 (d), 5,15 (d) e 5,34 (d) com integracGes
em diferentes propor¢des. A unidade
aglicona comum para as trés substancias dos
glicosideos 3, 4 e 5 foi caracterizada como
quercetina. No espectro de RMN 'H foram
observados sinais de um sistema AB
atribuidos aos H-6/H-8 [6 6,17/6,36 d, J = 1,8
Hz(3e4)e 66,17/6,65d,J=1,8 Hz (5)] e
sinais tipicos de anel B de flavondides 3°,4’-
dissubstiuidos, os hidrogénios H-2"/H-5"/H-6
[67,70d,J=2,4Hz/6,85d, J = 8,4 Hz/7,56 dd,
J=84e2,4Hz(3),7,84d,J=2,4Hz/6,854d,J

=8,4 Hz/7,56dd,/=8,4e2,4Hz (4)e 7,33 d,
J=2,1Hz/6,90d,)=8,4Hz/7,29dd, /=8,4 ¢
2,1 Hz (5). A natureza glicosidica para as
substancias foi caracterizada pelos demais
sinais  oximetinicos e  oximetilénicos
observados nos espectros de RMN 'H e *C.
Para a substancia 3, a qual é majoritaria na
mistura, o sinal de RMN 'H em & 5,24 (d, J =
7,5 Hz) referente ao hidrogénio anomérico e
os sinais de °C em &§ 104,3 (C-1"), 75,7 (C-
2°"), 78,0 (C-37), 71,1 (C-4""), 78,3 (C-5) e
62,5, esse Uultimo referente ao carbono
oximetilénico C-6"", permitiram caracterizar a
unidade de glicose. A posicao desta unidade
em C-3 da quercetina foi confirmada pela
correlagdo, observada no HMBC, entre o
hidrogénio anomérico H-1"" (6 5,24) e o
carbono em 6 135,6 (C-3). Os dados de RMN
de 3 foram comparados com os da
literatura™ sendo condizentes para
guercetina 3-0-B-D-glicosideo.

Para a substancia 4, o sinal de H-1" (&
5,15 d, J = 7,8 Hz) e os sinais de Bcem §
105,4 (C-17), 73,2 (C-2”), 75,1 (C-3"), 70,0
(c-4), 771 (C57) e 619 (C-67)
caracterizaram a unidade de galactose. A
posicdo desta unidade em C-3 da aglicona foi
estabelecida através da correlagdo do H-1"
anomérico com o carbono em 6 135,8 (C-3),
observada no HMBC. Os dados de RMN 'H e
BC de 4 comparados com os da literatura™
sdo condizentes para quercetina -3-O-B-D-
galactopiranosideo.

Para a substancia 5 os sinais em 6 5,34 (d,
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J=1,8 Hz) e 0,93 (d, J = 6,0 Hz) caracteristicos
de H anomérico e metilicos,
respectivamente, e o0s correspondentes
carbonos em 6 103,5 (C-1”) e 17,6 (C-67)
permitiram estabelecer a unidade de
raminose. A posicdo da mesma em C-3 da
quercetina foi definida pela correlagdo,
observada no HMBC, de H-1"" com o carbono
em 6 136,2 (C-3). Os dados de RMN de 5
comparados aos da literatura® s3o
concordantes com quercetina 3-0-a-L-
ramnopiranosideo.

A substancia 6 foi isolada da fracao
hidrometandlica na forma de um sdlido
branco e caracterizada como a saponina
triterpénica soiasaponina | por meio da
analise dos dados espectroscopicos de RMN e
comparagao  com os  descritos na
literatura.’®’” No espectro de RMN 'H foram
observados, dentre outros sinais, sete
singletos correspondentes a hidrogénios
metilicos em 6 1,25 (H-23), 0,89 (H-25), 0,97
(H-26), 1,12 (H-27), 0,82 (H-28), 0,91 (H-29) e
1,00 (H-30), sinal de um hidrogénio olefinico
em 6 5,24 (H-12) e um multipleto em 6 2,24
atribuido ao H-18, que sdo caracteristicos de
triterpeno do tipo oleano. Os dados de RMN
BC também foram consistentes com a
aglicona da série dos oleanos, principalmente
pelos sinais tipicos de ressonancia dos
carbonos olefinicos C-12 e C-13 em 6 123,7 e
145,1, respectivamente. Os espectros de
3C/DEPT mostraram dois sinais de carbonos
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oximetinicos em & 77,0 e 92,4 e o sinal de
carbono oximetilénico em é 64,4 que foram
atribuidos a C-22, C-3 e C-23,
respectivamente, além de outros sinais de
carbonos  oximetinicos e  metilénicos
correspondentes a unidades glicosidicas, dos
quais trés de carbonos caracteristicos de
anoméricos em 6 105,6, 102,2 e 102,3 que
sugeriram trés unidades glicosidicas para o
composto. No espectro de 'H foram
observados, ainda, sinais de trés hidrogénios
anoméricos em 6 4,45 (d, J = 7,8 Hz), 4,87 (d,
J=7,4Hz)e514 (d, J = 1,8 Hz) (Tabela 1).
Uma analise minuciosa dos dados de TOCSY,
COSY e HSQC permitiu caracterizar as
unidades glicosidicas como B-glicose acida, B-
galactose e a-raminose. As posicoes destas
unidades foram estabelecidas com base nas
correlagdes observadas no HMBC (Figura 3)
e, pelo efeito de desprotecio no
deslocamento quimico de C-3 (6 92,4), o qual

indicou substituicdo O-glicosidica nesta
posicdo. A conectividade da unidade de
glicose 4acida no C-3 da aglicona foi

confirmada pela correlagdo, observada no
HMBC, de H-1" (6 4,45) com C-3 (6 92,4), e a
ligacdo da unidade de galactose ao C-2° da
glicose acida pela correlagcdo de H-2" (6 3,75)
com o C-1"" (6 102,2), enquanto que a ligagdo
da unidade de raminose ao C-2"" da galactose
pelas correlagGes de H-2"" (6 3,64) com C-1"""
(6 102,3) e de H-1""" (6 5,14) com C-2"" (6
78,1).

Figura 3. Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a substancia 6

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 3| |684-697|
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Tabela 1. Dados de RMN de 'H e de *C para o rotendide (1) e saponina (6).

Composto 1 Composto 6
C 6¢ (DEPT) 64 (mult;J em Hz) C O¢(DEPT) Sy(mult;J em Hz)
1 104,9 (CH) 6,49 (s) 1 39,8 (CH,) 1,08 (m)
12 109,7 (C) 2 27,1 (CH,)
2 144,9 (C) 3 92,4 (CH) 3,36 (m)
3 152,8 (C) 4 44,7 (C)
4 102,2 (CH) 6,68 (s) 5 57,3 (CH)
42 144,8 (C) 6 19,4 (CH,)
6 64,9 (CH,) 4,54 (s) 7 34,4 (CH,) 1,49-1,52 (m)
62 158,6 (C) 8 40,0 (C)
72 152,7 (C) 9 48,7 (CH)
8 109,7 (C) 10 37,5(C)
9 163,5 (C) 11 24,8 (CH,) 1,52-1,85 (m)
10 105,4 (CH) 6,45 (d; 8,5) 12 123,7(CH) 5,24 (m)
11 130,4 (CH) 7,73 (d; 8,5) 13 145,1 (C)
112 117,0 (C) 14 43,4 (C)
12 192,8 (C) 15 26,9 (CH,)
122 115,1 (C) 16 29,9 (CH,)
q 28,0 (CH,) 3,09/3,18 (m) 17 38,6 (C)
5’ 91,9 (CH) 4,88(dd; 9,9;7,2) 18 46,8 (CH) 2,24 (m)
6’ 79,2 (C) 19 47,5 (CH,)
7’ 23,5 (CH,) 1,36 (s) 20 31,4 (C)
8’ 21,4 (CH;) 1,22 (s) 21 42,2 (CH,)
OCH; 56,3 3,76 (s) 22 78,1 (CH,) 3,64 (m)
OCH; 57,1 3,65 (s) 23 23,4 (CH,) 1,25 (s)
1” 98,8 (CH) 4,53 (d; 1,5) 24 64,4 (CH,) 3,18 (d; 10,5) e
4,13 (d; 10,8)
2” 75,1 (CH) 3,11 (m) 25 16,4 (CH3) 0,89 (s)
3” 78,1 (CH) 3,24 (m) 26 17,5 (CH3) 0,97 (s)
4” 71,7 (CH) 3,23 (m) 27 25,4 (CH,) 1,12 (s)
5” 77,6 (CH) 3,32 (m) 28 20,4 (CH,) 0,82 (s)
6” 62,8 (CH,) 3,62 (m) 29 32,5 (CHs) 0,91 (s)
30 29,1(CH,) 1,00 (s)

® (6-ppm; 300 e 75,45 MHz; CD;0D)

A mistura das substancias 7 e 8 isolada da
fracdo acetato de etila na forma de sélido
branco, foi deduzida com base na analise dos
dados de RMN 'H e *C. No espectro de RMN
de 'H foram observados dois singletos em &
7,05 e 7,03 com integracdes em diferentes
propor¢des, e ainda, sinal em & 3,95,
caracteristico de grupamento metoxila, com
integragdo proporcional ao componente em
menor quantidade. O espectro de RMN C
apresentou sinais duplicados na regido de
aromaticos, sinal de carbono metoxilico em 6
52,2, e dois sinais em 6 186,9 e 171,1 tipicos
de grupos 4cido e éster, respectivamente. Os

dados de RMN foram concordantes com os
da literatura para o acido galico (7)," o qual é
majoritario na mistura, e para o galato de
metila (8)."

2.2. Avaliagdo das Atividades Anti-
inflamatdria, Antitumoral e Antioxidante

Os ensaios de avaliagdo da atividade anti-
inflamatéria foram realizados com os
extratos brutos (EBS e EBF) e fragGes obtidas
das folhas e sementes da espécie
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Aeschynomene sensitiva. Para as sementes
foi verificado que o extrato bruto (EBS) e a
fracdo hidrometandlica (FHMS) nao inibiram
o edema de orelha induzido pelo éleo de
croton. No entanto, a fracdo acetato de etila
(FACS) apresentou uma inibicdo de 57,2% da

Arruda, R. F. et al.

inflamacdo (Figura 4). Pode-se associar de
forma indireta que o significativo potencial
anti-inflamatério observado para a fracdo
acetato de etila (FAcS) é consequéncia da
maior concentracio de flavonoides e
compostos fendlicos nessa fragao.
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Figura 4. Efeito do extrato bruto (EBS), fracdo acetato de etila (FAcS) e fracdo

hidrometandlica (FHMS) das sementes de A. sensitiva sobre o edema de orelha induzido pelo
6leo de créton (OC) em camundongos. Cada barra representa o peso médio das orelhas +
E.P.M., 6h apds a aplicacdo do dleo de créton.* P<0,001, comparado ao grupo OC+veiculo,
(ANOVA seguida do teste de Turkey)

No teste de pleurisia (Figura 5) realizado o Ultimo apresentou uma inibicdo
com os extratos brutos das folhas (EBF) e significativa sobre o acumulo de exsudato

sementes (EBS) de A. sensitiva SW, somente  pleural (pleurisia).
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Figura 5. Efeito do extrato bruto das folhas (EBF) e sementes (EBS) de A. sensitiva sobre o
acumulo de exsudato pleural (pleurisia) induzido pela injecdo intrapleural de carragenina (Cg)
em camundongos tratados por via oral com os extratos (500mg/kg). Um grupo de animais
recebeu o veiculo dgua (Vo). P<0,001, comparado ao grupo Cg+agua (ANOVA, teste de Turkey)

Os extratos brutos das sementes, folhas e
galhos e as respectivas fracbes da espécie A.
sensitiva SW ndo demonstraram atividade
frente as células tumorais Caco-2.

A avaliacdo do potencial antioxidante foi
realizada com as fracGes acetato de etila

(FACS e FAcF) e hidrometanolica (FHMS e
FHMF) das sementes e folhas de A. sensitiva
SW. A atividade antioxidante avalia a
capacidade que os compostos presentes nas
fracGes possuem para sequestrar o radical
DPPH. O agente antioxidante utilizado como
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referéncia foi a catequina. Os resultados da
avaliacdo da atividade antioxidante (Figura 6)
mostraram que a fracdo acetato de etila das
sementes (FACS) e folhas (FACF)
apresentaram ICs, de 12,4 e 18,2 pg/mL
respectivamente, e a fracdo hidrometandlica

Vo

concordantes com que foi observado para
estas fragdes em termos dos constituintes
guimicos isolados. Razavi e colaboradores,”
relatam que a quercetina-3-0-B-D-glicosideo
apresenta um elevado potencial antioxidante
e isto pode ser comprovado com o
isolamento da mesma da fragdo com maior
atividade antioxidante.

das sementes (FHMS) e folhas (FHMF)
apresentaram ICsq de 119,8 e 90,1 pg/mL,
respectivamente. Estes resultados estdo
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Figura 6. Atividade sequestrante de radicais DPPH das fragGes acetato de etila e
hidrometandélica das sementes (FHMS) e folhas (FHMF) de Aeschynomene sensitiva

3. Parte experimental

3.1. Procedimentos gerais

Os espectros de RMN uni- e
bidimensionais (*H, *C, DEPT, COSY, HSQC,
HMBC, NOESY e TOCSY) foram obtidos em
espectrometro VARIAN, modelo Mercury plus
300 MHz (*H) e 755 MHz (C). Os
deslocamentos quimicos foram dados em
ppm, tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00 ppm) e/ou o
sinal residual do solvente deuterado CD;OD,
em 6 3,31 e 49,15 para os nucleos de He C

respectivamente. Nas separagdes por
cromatografia de adsorgao utilizou-se gel de
silica 60 (0,063-0,200 mm), (70-230 mesh
ASTM) ou (0,2-0,5 mm) (35-70 mesh ASTM)
da Merck, enquanto que nos fracionamentos
cromatograficos por exclusdo molecular foi
empregado Sephadex LH 20 como fase
estacionaria e utilizando H,0, H,0:MeOH
25%, H,0:MeOH 50%, H,0:MeOH 75% e
MeOH como padrao de eluicdo. Nas analises
por cromatografia em camada delgada (CCD)
empregou-se gel de silica 60 G e 60 GFys,
(Merck). A visualizacdo dos compostos em
CCD foi realizada por irradiacdo com luz
ultravioleta em 254 e 366 nm e/ou por
aspersdo com solucdo de H,SO,/MeOH (1:1),

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 3| |684-697|



LVa

revelador para 4-metodxi-
benzaldeido/acido acético/H,S0,
(1,0:48,5:0,5) seguido de agquecimento.

terpenos

3.1.1. Dados das

substdncias

espectroscopicos

Substancia 2: RMN de 'H (300,06 MHz,
CD;0D): 8,11 (s, H-2, 1H), 8,10 (d, J=8,7 Hz, H-
5, 1H), 7,20 (dd, J=8,7 e 2,1 Hz, H-6, 1H), 7,25
(d, J=2,1 Hz, H-8, 1H), 6,75 (s, H-3’, 1H), 6,90
(s, H-6", 1H), 5,11 (d, J=7,5 Hz, H-1", 1H), 3,32
(m, H-2", 1H), 3,50 (m, H-3", 1H), 3,24-3,25
(m, H-4"7-5", 2H), 3,84 (m, H-6", 2H), 3,78 (s,
OCHs), 3,90 (s, OCHs;). RMN de **C (75,45
MHz, CD;0D): 156,9 (C-2), 123,0 (C-3), 178,0
(C-4), 128,2 (C-5), 117,0 (C-6), 163,5 (C-7),
105,0 (C-8), 159,3 (C-9), 120,1 (C-10), 113,3
(C-1’), 151,6 (C-2’), 99,4 (C-3’), 153,9 (C-4’),
144,2 (C-5’), 117,5 (C-6’), 101,8 (C-1"), 78,4
(C-2"), 74,7 (C-3"), 77,8 (C-4”), 71,2 (C-5"),
62,4 (C-6"), 57,4 (OCH;), 56,7 (OCHs).

Substancia 3: RMN de 'H (300,06 MHz,
CD;0D): 6,17 (d, J=1,8 Hz, H-6, 1H), 6,36 (d,
J=1,8 Hz, H-8, 1H), 7,70 (d, J=2,4 Hz, H-2’, 1H),
6,85 (d, J=8,4 Hz, H-5’, 1H), 7,56 (dd, J=8,4 e
2,4 Hz, H-6", 1H), 5,24 (d, J=7,5 Hz, H-1", 1H),
3,46 (m, H-2"”, 1H), 3,41 (m, H-3”, 1H), 3,31
(m, H-4”, 1H), 3,23 (m, H-5", 1H), 3,71 (dd,
J=12,0 e 2,7 Hz, H-6", 2H). RMN de **C (75,45
MHz, CD;0D): 158,0 (C-2), 135,6 (C-3), 179,4
(C-4), 162,9 (C-5), 100,0 (C-6), 166,0 (C-7),
94,7 (C-8), 158,4 (C-9), 105,6 (C-10), 122,9 (C-
1’), 117,6 (C-2’), 145,9 (C-3'), 149,8 (C-4'),
116,0 (C-5"), 123,2 (C-6'), 104,3 (C-1"), 75,7
(C-2), 78,0 (C-3”), 71,1 (C-4""), 78,3 (C-5"),
62,5 (C-6").

Substancia 4: RMN de 'H (300,06 MHz,
CD50D): 6,17 (d, J=1,8 Hz, H-6, 1H), 6,36 (d,
J=1,8 Hz, H-8, 1H), 7,84 (d, J=2,4 Hz, H-2’, 1H),
6,85 (d, J=8,4 Hz, H-5', 1H), 7,56 (dd, J=8,4 e
2,4 Hz, H-6’, 1H), 5,15 (d, J=7,8 Hz, H-1", 1H),
3,80 (m, H-2", 1H), 3,56 (m, H-3”, 1H), 3,83
(m, H-4”, 1H), 3,49 (m, H-5", 1H), 3,65 (m, H-
6”, 2H). RMN de C (75,45 MHz, CD;0D):
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158,7 (C-2), 135,6 (C-3), 179,4 (C-4), 162,9 (C-
5), 100,0 (C-6), 166,1 (C-7), 94,7 (C-8), 158,4
(C-9), 105,5 (C-10), 117,8 (C-1’), 118,8 (C-2'),
145,8 (C-3’), 149,9 (C-4’), 116,1 (C-5’), 123,0
(C-6"), 105,4 (C-1"), 73,2 (C-2"), 75,1 (C-3"),
70,0 (C-4”), 77,1 (C-5"), 61,9 (C-6").

Substancia 5: RMN de 'H (300,06 MHz,
CD;0D): 6,17 (d, J=1,8 Hz, H-6, 1H), 6,65 (d,
J=2,1 Hz, H-8, 1H), 7,33 (d, J=2,1 Hz, H-2’, 1H),
6,90 (d, J=8,4 Hz, H-5’, 1H), 7,29 (dd, J=8,4 e
2,1 Hz, H-6", 1H), 5,34 (d, J=1,5 Hz, H-1”, 1H),
4,21 (dd, J=3,0 e 1,5Hz, H-2”, 1H), 3,77 (m,
H-3"-H-4", 2H), 3,39 (m, H-5", 1H), 0,93 (d,
J=6,0 Hz, H-6", 3H). RMN de *C (75,45 MHz,
CD;0D): 158,5 (C-2), 136,2 (C-3), 181,0 (C-4),
163,2 (C-5), 99,9 (C-6), 169,9 (C-7), 94,7 (C-8),
159,3 (C-9), 105,7 (C-10), 122,9 (C-1’), 116,9
(C-2’), 146,4 (C-3’), 149,8 (C-4’), 116,9 (C-5'),
123,0 (C-6’), 103,5 (C-1”), 71,9 (C-2”), 72,1
(c-3”), 72,0 (C-4""), 73,2 (C-5"), 17,6 (C-6").

Substancia 7: RMN de *H (300,06 MHz,
CD;0D): 7,05 (s, H-2 e H-6, 2H). RMN de *C
(75,45 MHz, CD;0D): 122,9 (C-1), 110,2 (C-2),
146,3 (C-3), 139,2 (C-4), 146,3 (C-5), 110,2 (C-
6), 186,9 (C-7).

Substancia 8: RMN de *H (300,06 MHz,
CD;0D): 7,03 (s, H-2 e H-6), 3,95 (s, OCHs).
RMN de °C (75,45 MHz, CD;0D): 121,3 (C-1),
109,9 (C-2), 146,4 (C-3), 139,2 (C-4), 146,4 (C-
5), 109,9 (C-6), 171,1 (C-7), 52,2 (OCHs).

3.2. Material vegetal e obtengdo de
extratos brutos

As partes aéreas e sementes da espécie
vegetal A. sensitiva SW foram coletadas as
margens da bacia de inunda¢dao do alto rio
Parand, situado na Area de Protecdo
Ambiental das llhas e Vérzeas do rio Parana
(PR e MS) e no Parque Estadual do Ivinhema
(MS), na regido de Porto Rico-PR, e
identificadas pela prof. Dra. Maria Conceigdo
de Souza. A exsicata do material vegetal
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encontra-se depositada no Herbario do
Nupélia (HNUP) da Universidade Estadual de
Maringd sob o numero HUEM 1836. As
sementes, folhas e galhos foram separados,
secos em estufa de ar circulante a 40 °C e
moidos em moinho de facas. Inicialmente as
sementes (m = 414,4 g) foram submetidas a
extracdo exaustiva em hexano a frio para
remogao do material lipofilico, resultando no
extrato bruto hexanico (3,045g). Em seguida
as sementes foram novamente submetidas a
extracdo exaustiva em metanol a frio, assim
como as folhas (m = 388,9 g) e os galhos (m =
298,0 g), obtendo-se os respectivos extratos
brutos metandlicos das sementes (EBS, m =
18,06 g), folhas (EBF, m = 17,20 g) e galhos
(EBG, m = 16,35 g).

3.3. Isolamento dos constituintes

quimicos

O extrato EBS (1,0 g) foi submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica e
eluida  com hexano:AcOEt 80% e
AcOEt:MeOH em gradiente crescente de
polaridade resultando em 16 fracdes. A
fracdo 7 foi submetida a um fracionamento
em coluna de Sephadex LH 20 novas fracGes
qgue por similaridade foram reunidas em 6
fracGes. Apds filtraggo em coluna de
Sephadex LH 20 da fracdo 6 obteve-se a
mistura das substancias 1 e 2 (11,7 mg).
Outra parte do extrato EBS (6,68 g) foi
solubilizado em H,0:MeOH (9:1) e
particionado em hexano, cloroférmio e
acetato de etila, resultando nas fragGes
hexanica FHS (0,47 g), cloroférmica FCS (0,32
g) e acetato de etila FAcS (1,706 g), além da
fragdo hidrometandlica FHMS (4,18 g)
remanescente. A fracdo FAcS (209 mg) foi
submetida a filtragdo em coluna de Sephadex
LH 20 obtendo-se 51 fragOes. As fracoes 24-
26 foram novamente submetidas a uma
filtracdo em coluna de Sephadex LH 20
utilizando o mesmo padrao de eluicdo
anterior resultando em 16 novas fracGes. As
fracOes 11-13 foram reunidas e
recristalizadas em acetato de etila obtendo-
se a mistura das substancias 3, 4 e 5 (20,8

Vo

mg). A fracdo 29-43, obtida do fracionamento
da fracdo FAcS foi submetida a uma filtracdo
em coluna de Sephadex LH 20 obtendo-se 56
fracGes. A analise da fragdo 41-45 resultou na
obtencdo da mistura das substancias 7 e 8
(11,4 mg). A fracdo hidrometandlica FHMS
(231 mg) foi submetida a um fracionamento
em coluna de Sephadex LH-20, obtendo-se 71
fracGes. As fragcbes 16-49 foram novamente
submetidas a filtragdo em Sephadex LH-20
obtendo-se 14 novas fra¢des. Da fracdo 1-4
foi isolada a substancia 6 (3,0 mg).

O extrato bruto EBF (7,69 g) foi
solubilizado em H,0:MeOH 9:1 e submetido a
particdo em hexano, cloroférmio e acetato de
etila, resultando nas fragdes hexanica FHF (m
= 2,43 g), cloroférmica FCF (m = 0,42 g),
acetato de etila FAcF (m = 2,26 g) além da
fragdo hidrometandlica FHMF (m = 2,45 g)
remanescente. Parte da fragdo FAcF (990 mg)
foi submetida a filtracdo em coluna de
Sephadex LH-20 obtendo-se 69 fracGes. A
fracdo 34-53 foi novamente submetida a
filtracdo em coluna de Sephadex LH 20 e
eluida com MeOH resultando em 17 novas
fracGes. Da fragdo 17, obteve-se a mistura de
substancias 3,4 e 5 (20,8 mg).

Parte do extrato bruto dos galhos EBG
(8,43 g) foi solubilizada em H,0:MeOH (9:1) e
particionada em hexano, cloroférmio e
acetato de etila resultando nas fragbes
hexanica FHG (m = 0,88 g), cloroférmica FCG
(m =0,88 g) e acetato de etila FAcG (m = 1,00
g), além da fragdo hidrometandlica FHMG (m
= 5,56 g) remanescente. Porém, ndo foram
obtidas substancias puras ou em mistura no
estudo do EBG.

3.4. Avaliagdo da atividade anti-

inflamatdria

O ensaio de atividade anti-inflamatodria
para o modelo de edema de orelha induzido
foi realizado como descrito na literatura.”
Neste ensaio utilizou-se grupos de 6 ratos
machos, adultos, da linhagem Wistar, com
peso entre 25 e 35 gramas. Os animais,
fornecidos pelo Biotério da Universidade
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Estadual de Maringad foram acondicionados
em gaiolas com alimentacdo balanceada e
agua ad libitum em ciclo claro-escuro de 12
horas, sobre temperatura constante de 22 +
2 9C durante todo o periodo de
experimentacdo. O ensaio anti-inflamatdrio
foi aprovado pelo Comité de Etica para
Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Maringd (PRO 021/2009 CEAE).
Foram avaliadas os extratos brutos das
sementes (EBS) e das folhas (EBF) e as fracbes
provenientes da particao destes extratos. As
amostras foram aplicados topicamente nas
orelhas (n=6); 5 mg;, 2,5 mg ou 1,25
mg/orelha, imediatamente apds a aplicacio
do d6leo de croton (200 pg) diluido em
acetona 70%. A indometacina (Indo), aplicada
por via tépica (1 mg), foi utilizada como anti-
inflamatério de referéncia (controle positivo)
e acetona 70% utilizada como veiculo. Os
animais foram sacrificados apds 6 horas e de
cada orelha foram retirados discos de 7 mm
de didmetro para posterior pesagem em
balanca analitica. O edema foi medido pela
subtracdo do peso da orelha que recebeu
apenas o veiculo daquele que recebeu o
agente irritante.

3.5. Pleurisia induzida por carragenina

A realizacdo do teste pleurisia foi induzido
pela inje¢do de 0,25 mL de uma suspensdo de
carragenina (200 pg) na cavidade
intrapleural, na regido do mediastino direito,
entre a 3a e a 4a costelas, de acordo com a
técnica descrita na literatura.”” A carragenina
foi diluida em salina tamponada com fosfato
(PBS - pH=7,4). Os animais foram
anestesiados e sacrificados na 4a hora apés a
inducdo da pleurisia para a coleta do
exsudato inflamatdrio intrapleural.

O material coletado por aspiracdo foi
transferido para tubos cOnicos de centrifuga.
O volume total do exsudato foi medido e
uma aliquota de 50 plL usada para determinar
o numero de leucdcitos totais em camara de
Neubauer. As hemaceas foram lisadas pela
adicdo de liquido de Turk para a contagem de
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leucécitos totais. O fluido remanescente foi
centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos e as
células ressuspendidas. As laminas foram
preparadas, secas, fixadas e coradas com
solucdo de Leishman. O numero de leucdcitos
mononucleares e polimorfonucleares
presentes no exsudato foi determinado em
microscopio dptico comum.

O extrato bruto das sementes e folhas, a
indometacina (5 mg kg™), o veiculo (dgua ou
DMSO 16 %) e a salina (0,9%) foram
administrados por via oral (gavagem), em
diferentes grupos de ratos, sob jejum de 15
h, 30 minutos antes da indugdo da pleurisia.

3.6. Avaliagdo da atividade antitumoral
frente a células Caco-2

Os extratos brutos das sementes (EBS),
folhas (EBF) e dos galhos (EBG) e as fracOes
provenientes da particdo destes extratos
foram avaliados frente a cultura de células
tumorais humanas de intestino Caco-2. O
ensaio foi realizado pelo método de
sulforodamina B previamente descrito por
Skehan et al.?; Skehan.** As células tumorais
Caco-2 foram semeadas em placas de 96
pocos. Cada poc¢o teve 100 pL de meio de
cultura com 2,5 x 10* células. As placas foram
incubadas em estufa com 5% CO, a 37 eC por
24 horas. Em seguida, foram adicionados 100
pL de cada concentragdo dos extratos EBS,
EBF e EBG e das suas respectivas fragoes,
sendo feito um controle para células (DMEM
+ SBF 5%). Apds incubagdo em estufa por 48
horas, fixou-se com 50 pL de Aacido
tricloroacético (10%) e levou a placa a 4 °C
por 1 hora, lavou-se com agua corrente 5 X
com cuidado, secou-se a placa, adicionou-se
50 pL de Sulforodamida B e levou-se a placa a
4 °C por 30 minutos ao abrigo da luz,
removeu-se o corante lavando 4 X com 4cido
acético 1%, adicionou-se 150 pl de 10 mM
Trisbase em cada poco e por fim levou-se a
placa para agitagdo por 15 minutos e fez-se a
leitura em leitor de ELISA (Bio-Tek FL-600
Microplate  Fluorescence Reader), em
densidade dptica (DO) de 530 nm.
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3.7. Avaliagdo da atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram
realizados para os extratos brutos EBS, EBF e
EBG e para as fragbes hexanicas,
cloroférmica, acetato de etila e
hidrometandlica proveniente da particdo
destes extratos. Os potenciais de atividade
antioxidante foram determinados com base
na atividade sequestradora de radical livre do
2,2-difenil-1-picril-hidrazil ~ (DPPH).”>  As
amostras foram adicionadas em diferentes
concentragdes a 2 mL de uma solugao de
DPPH em metanol (2,84x10™ mol L™). Apds
30 min a absorvancia foi determinada em
espectrofotdbmetro a 517 nm, empregando
metanol como branco. Os testes foram
realizados em triplicata. Uma solucdo de
DPPH sem adicdo das amostras foi utilizada
como controle. A catequina foi utilizada
como padrdo. A capacidade sequestradora de
radicais livres foi determinada utilizando a
andlise de regressdo linear no intervalo de
confianga de 95% (P<0,05).

4. Conclusao

O estudo quimico das sementes da
espécie Aeschynomene sensitiva resultou no
isolamento do rotenoide glicosilado 6'-
hidroxi-6a,  12a-dehidrorotenona, do
isoflavondide glicosilado 2’,7 dihidroxi-
4’ 5’'dimetoxiisoflavona, dos flavonoides
quercetina 3-0O-B-D-glicosideo, quercetina 3-
O-B-D-galactopiranosideo e quercetina-3-0O-
a-L-ramnopiranosideo, dos compostos
fendlicos acido gélico e galato de metila e da
saponina soiasaponina I. Na literatura, existe
relato do isolamento de rotendides e
isoflavondides na familia Leguminosae,
porém, ndo foram encontrados relatos sobre
a presenca de rotendides e isoflavonoides
glicosilados e saponinas no  género
Aeschynomene. A fracdo acetato de etila
proveniente do extrato bruto das sementes
da espécie A. sensitiva mostrou potente
atividade anti-inflamatéria e significativo
potencial antioxidante.
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