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CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY OF THE Tephrosia toxicaria Pers. The ethanol extracts from leaves, stems, pods and
roots were assayed against the 3" instar Aedes aegypti larvae and the highest activity was observed in the roots extracts (LC,, 47.86

ppm). This extract was submitted to partition with hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. The respective fractions were
bioassayed and the best larvicidal activities were identified in the hexane (LC,  23.99 ppm) and chloroform (LC,; 13.80 ppm)
fractions. Antioxidant activity (DDPH method) was observed in the ethanol extract (IC,; 276 pg/mL) from roots of T. foxicaria.
Fractions from this extract were also tested and the highest antioxidant activity (IC, 89 pug/mL) was found in the methanol fraction.

The flavonoids iso-obovatin (1), obovatin (2), 6a,12a-dehydro-B-toxicarol (3), 6a,12a-dehydro-o-toxicarol (4) and o-toxicarol (5)
were isolated and bioassayed against A. aegypti. The flavonoid 5 showed the best larvicidal activity (LC,, 24.55 ppm). The antioxidant

activity of 2 was investigated and showed IC, 3.370 pg/mL. The antioxidant and larvicidal activities of Tephrosia toxicaria are

reported for the first time.

Keywords: Tephrosia toxicaria; flavonoids; biological activity.

INTRODUCAO

O género Tephrosia, familia Leguminoseae Papilionoideae (Fa-
baceae), possui aproximadamente trezentas espécies, distribuidas em
regides tropicais e subtropicais.! Espécies deste género apresentam
capacidade biogenética para produzir substancias com grande diver-
sidade estrutural, tais como esterdides, aminodcidos e flavondides,
incluindo os isoflavonéides rotendides.” Estes dltimos sdo conhecidos
por apresentarem as atividades ictiotéxica® e larvicida.* Outras ativi-
dades bioldgicas importantes, como anti-tumoral e antiviral, aparecem
também descritas na literatura.>®

Tephrosia toxicaria Pers., popularmente conhecida por “timb6
de caiena” ou “anil”, € utilizada para capturar peixes’ e o extrato
aquoso de suas raizes € aplicado como defensivo agricola em hortas
organicas na localidade de Guaraciaba do Norte - CE. A literatura
relata o isolamento e atividade anticAncer de compostos isolados de
T. toxicaria,*® bem como a composi¢io quimica e atividade larvicida
de seu 6leo essencial.'”

A busca por substitutos para os inseticidas sintéticos tem
produzido muitos trabalhos cientificos, contemplando inclusive
a utilizagdo de extratos ou constituintes ativos provenientes de
plantas.'®! Esta procura pode ser justificada pela facil degradagao
destes constituintes, menor toxicidade ao homem e, conseqiien-
temente, representa uma alternativa mais segura para o meio

*e-mail: angelamcarriaga@yahoo.com.br
#Pesquisador Visitante 1- CNPg/Programa de Pés-graduagdo em Quimica
Organica

ambiente.'” Estas observagdes, aliadas a crescente incidéncia da
febre dengue — endémica nas Américas,'® sendo diagnosticados
de 50 a 100 milhdes de casos por ano'” — nos estimularam adi-
cionalmente para uma prospecgdo quimica em 7. foxicaria, com
0 objetivo de encontrar compostos suceddneos aos larvicidas
sintéticos utilizados no combate ao Aedes aegypti, mosquito vetor
desta doenca.

Os radicais livres, produzidos pelo metabolismo intracelular
como resultado regular das fun¢gdes normais das células, sdo
espécies quimicas altamente reativas e o seu aumento excessi-
vo, denominado stress oxidativo, pode danificar os lipidios, as
proteinas e o DNA, o que estaria associado ao aparecimento de
vérias doengas, como por exemplo, cancer, declinio de sistema
imunoldgico, catarata, deficiéncia organica do cérebro e mal de
Alzheimer.” Os flavondides sdo relatados como antioxidantes
por sua capacidade de capturar vdrias espécies oxidantes, como
os radicais hidroxila ou peréxido.'®?! A busca por antioxidantes
naturais, principalmente para utilizag@o na industria alimenticia,
devido a sua baixa toxicidade quando comparados com os produtos
sintéticos, como ferc-butil-4-metoxifenol (BHA) ou 2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol (BHT)?? nos motivou a buscar novas fontes
potenciais de antioxidantes derivados de plantas abundantes no
Nordeste brasileiro.

Em continuidade ao estudo de espécies do género Tephrosia®'**
relatamos a composi¢do quimica e as atividades larvicida e antioxi-
dante de 7. toxicaria. Os flavondides iso-obovatina (1), obovatina
(2), 6a,12a-desidro-B-toxicarol (3), 6a,12a-desidro-o-toxicarol (4)
e o-toxicarol (5) foram isolados e 2, 4 e 5, testados frente as larvas
de A. aegypti.
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PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
obtidos em espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum
1000, utilizando pastilhas de KBr para andlise das amostras, com
freqtiéncia medida em cm!. Os espectros de RMN 'He *C, uni (1D) e
bidimensionais (2D), foram obtidos em espectrometro Bruker, modelo
Avance DRX-500 (CENAUREMN-UFC), que opera na freqiiéncia
de 500 MHz para hidrogénio (‘H) e 125 MHz para carbono-13 (**C),
usando como solvente CDCl,. Para a analise da atividade antioxidante,
utilizou-se espectrofotdmetro modelo B582 da marca Micronal. Os
pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho
Mettler Toledo, com placa aquecedora modelo FP82HT e central de
processamento FP90, acoplada a microscopio 6ptico monocular. As
determinacdes foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de
5 °C/min. Nas cromatografias de adsor¢do em coluna foram utilizadas
gel de silica 60 (P 63-200 um) e gel de silica 60 para cromatografia
Sflash (P 40-63 pm) da Merck. Os tamanhos das colunas (comprimento
e diametro) variaram de acordo com as quantidades de amostras a
serem cromatografadas e adsorventes empregados. Para as cromato-
grafias em camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica 60 (® 2-25
pm) da Carlo Erba e cromatofolhas de plastico de gel de silica 60 F, ,
da Merck. As revelacdes das substancias foram realizadas através da
exposicdo a irradiacdio ultravioleta (UV) em dois comprimentos de
onda (254 e 365 nm) e/ou por aspersdo em solucgdo dcida de vanilina
seguida de aquecimento a aproximadamente 150 °C.

Material vegetal

A espécie estudada foi coletada no municipio de Guaraciaba do
Norte — CE, em setembro de 2003. O Prof. E. P. Nunes, Departamento
de Biologia, Universidade Federal do Ceard (UFC), Fortaleza, CE,
identificou a espécie como Tephrosia toxicaria Pers. e uma exsicata
(nimero de registro 32.139) encontra-se depositada no Herbario
Prisco Bezerra/UFC.

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

Folhas (443,0 g), talos (550,0 g), vagens (80,0 g) e raizes (109,0
g) foram separados, secos, moidos e submetidos a extragdo com
etanol a temperatura ambiente. As solugdes etandlicas obtidas foram
concentradas sob baixa pressdo, em aparelho evaporador rotativo,
produzindo 16,0 g (TTFE), 26,0 g (TTTE), 11,0 g (TTVE)e 16,0 g
(TTRE) de extrato, respectivamente. TTRE (16,0 g) foi adsorvido em
gel de silica (20,0 g) e submetido a fracionamento cromatografico
em funil de vidro sinterizado (® = 10 cm) utilizando como eluente
1,0 L de hexano, CHCI,, AcOEt e MeOH, obtendo-se as fragdes
TTREH (0,9 g), TTREC (6,7 g), TTREA (1,0 g) e TTREM (5,7 g),
respectivamente.

Uma aliquota da fragdo TTREH (370 mg) foi submetida a uma
cromatografia flash utilizando gradiente de eluicdo composto por
hexano/CHCI,. Foram coletadas fragdes de aproximadamente 10
mL, que foram reunidas em grupos com base na semelhanga reve-
lada pela andlise por CCD. A fragdo (89,0 mg) eluida com hexano/
CHCI, (1:1) foi submetida a nova separagéo cromatogréfica em gel de
silica, usando hexano/CHCI, (6:4) como eluente, e forneceu 5,4 mg
da iso-obovatina (1, 5- h1dr0x1 6,6 -dimetilcromeno-[2”,37:7,6]-
flavanona). Parte da fragdo TTREC (3,0 g) foi cromatogratada em
gel de silica, utilizando-se hexano/AcOEt (9:1) como eluente, e as
fragdes recolhidas foram reunidas em quatro grupos (G-1 a G-4) apds
andlise por CCD. O grupo G-1 foi identificado como a obovatina
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(2, 5-hidroxi-6”,6” -dimetilcromeno-[2°’,3”’:7,8]-flavanona, 57,7
mg). O grupo G-2 (48,2 mg) foi recromatogratado em gel de silica
e a eluicdo com CH,CI, forneceu o rotendide 3 (6a,12a-desidro-p-
toxicarol, 5,0 mg). O flavondide 4 (6a,12a-desidro-o.-toxicarol, 17,6
mg) foi isolado do grupo G-3 por cromatografia flash, utilizando como
eluente CH,Cl,. O grupo G-4 (141,0 mg) foi submetido a cromato-
grafia isocrdtica em gel de silica e eluigdo com CH,CI, e forneceu o
a-toxicarol (5, 18,9 mg).

5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromeno-[2”°,3”°:7,6]-flavanona (1)
Sélido amorfo amarelo; RMN de 'H (500 MHz, CDCL,) -
(multiplicidade, J em Hz): 12,30 (s, OH); 7,40-7,45 (m, H- 2.6’ )
6,63 (d, 10, H-4"); 5,99 (s, H-8); 5,51 (d, 10, H-5""); 5,42 (dd, 13,0
e3,0,H-2);3,08(dd, 17,1e 13,0, H-3_); 2,83 (dd, 17,1 ¢ 3,0, H—3eq);
1,45 (s, H-8”) e 1,44 (s, H-7”). RMN de "*C (125 MHz, CDCl,)
- 0. 196,0 (C-4); 162,6 (C-9); 162,2 (C-7); 158,7 (C-5); 138,6 (C-
17); 129,1 (C-3°-5%); 126,5 (C-57); 126,4 (C-2°, 6’); 115,5 (C-4”);
103,4 (C-6, 10); 96,5 (C-8); 79,4 (C-2); 78,6 (C-67); 43,6 (C-3) e

28,7 (C-77,8”).

5-hidroxi-6"’,6”’-dimetilcromeno-[2”°,3”:7,8]-flavanona (2)

Sélido cristalino amarelo; p.f.: 119,8-121,2 °C; RMN de 'H (500
MHz, CDC13) - SH (multiplicidade, Jem Hz): 12,11 (s, OH); 7,40-7,48
(m, H-2°-6"); 6,56 (d, 10, H-4"); 6,02 (s, H-6); 5,48 (d, 10, H-57);
5,44 (dd, 13,0 e 3,0, H-2); 3,06 (dd, 17,1 e 13,0, H-3_); 2,84 (dd,
17,1¢3,0, H—3eq); 1,46 (s, H-8”) e 1,44 (s, H-7). RMN de "*C (125
MHz, CDCl,) - 8_: 195,9 (C-4); 164,0 (C-5); 162,5 (C-7); 157,0 (C-
9); 138,7 (C-17); 129,0 (C-3°, 57); 126,7 (C-57); 126,2 (C-2°, 6°);
115,8 (C-47); 103,1 (C-10); 102,2 (C-8); 97,9 (C-6); 79,3 (C-2); 78,4
(C-67); 43,5 (C-3); 28,7 (C-8) e 28,5 (C-77).

6a,12a-desidro-p-toxicarol (3)

Sélido amorfo amarelo; p.f.: 137,8-140,2 °C; RMN de 'H (500
MHz, CDCl,) - §,, (multiplicidade, J em Hz): 13,23 (s, OH); 8,28 (s,
H-1);6,74 (d, 10, H-4"); 6,57 (s, H-4); 6,31 (s, H-8); 5,63 (d, 10, H-5");
4,97 (s, H-6); 3,96 (s,0CH,-3); 3,88 (s, OCH,-2) e 1,48 (s, H-7", 8").
RMN de "*C (125 MHz, CDCl) S 1795(C 12);159,5(C-9); 157,3
(C-6a, 11); 156,2 (C-7a); 1494 (C 3); 146,5 (C-4a); 144,4 (C-2);
128,4 (C-57); 115,7(C-4’); 111,0(C-12a); 110,2 (C-1); 110,1 (C-1a);
106,3 (C-11a); 106,1 (C-10); 100,8 (C-4); 95,1 (C-8); 78,3 (C-6’);
65,0 (C-6); 56,7 (OCH,-3); 56,2 (OCH,-2) e 28,5 (C-7", 8").

6a,12a-desidro-o-toxicarol (4)

Sélido amorfo amarelo; p.f.: 219,8-221,6 °C; RMN de 'H (500
MHz, CDCl,) - §,, (multiplicidade, J em Hz): 12,99 (s, OH); 8,26 (s,
H-1); 6,62 (d, 10, H-4"); 6,54 (s, H-4); 6,28 (s, H-10); 5,59 (d, 10,
H-5%); 4,98 (s, H-6); 3,94 (s, OCH,-3); 3,87 (s, OCH,-2) e 1,47 (s,
H-7’, 8’). RMN de "*C (125 MHz, CDCl) 8.:179,5 (C 12);162,6
(C-11); 159,5 (C-9); 157,0 (C-6a); 151,1 (C- 7a) 149,5 (C-3); 146,5
(C-4a); 144,4 (C-2);127,9(C-5"); 114,6 (C-4’); 111,0 (C-12a); 110,2
(C-1); 109,9 (C-1a); 106,2 (C-11a); 101,3 (C-8); 100,8 (C-4); 100,7
(C-10); 78,3 (C-6"); 65,0 (C-6); 56,6 (OCH,-3); 56,1 (OCH3-2) e
28,4 (C-7°, 8).

o-toxicarol (5)

Sélido amorfo amarelo; p.f.: 192,6-194,8 °C; RMN de 'H (500
MHz, CDCL,) - §,, (multiplicidade, J/ em Hz): 12,19 (s, OH); 6,87 (s,
H-1); 6,56 (d, 10, H-4"); 6,46 (s, H-4); 5,96 (s, H-10); 5,47 (d, 10,
H-5); 4,87 (t, 3,1, H-6a); 4,62 (dd, 12,1 e 3,1, H-6_ ); 4,18 (d, 12,1,
H-6, ) 3,85 (d, 4,0, H-12a); 3,82 (s, OCH,-3); 380(s OCH,-2);
144(s H-8)e 1,39 (s, H-7°). RMNde”C(lZSMHz CDCL) -8
194,4 (C-12); 164,8 (C-11); 163,0 (C-9); 156,1 (C-7a); 149,9 (C- 3)
147,5 (C-4a); 144,2 (C-2); 126,6 (C-5°); 115,6 (C-4’); 110,6 (C-1);
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104,7 (C-1a); 102,0 (C-8); 101,4 (C-11a); 101,3 (C-4); 98,0 (C-10);
78,5 (C-6'); 72,1 (C-6a); 66,2 (C-6); 56,6 (OCH,-2); 56,1 (OCH,-3):;
43,8 (C-12a); 28,8 (C-8°) € 28,5 (C-7").

Atividade larvicida

A atividade larvicida sobre Aedes aegypti no estagio ITI* foi me-
dida usando a metodologia de Oliveira et al..”> Aliquotas das amostras
(1 a 10 mg) foram dissolvidas em 0,3 mL de DMSO e transferidas
para um béquer, onde foram adicionadas 50 larvas juntamente com
19,7 mL de dgua.” Apés 24 h, foi realizada a contagem do ndimero
de larvas mortas. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
resultados mostrados em concentracdo (ppm) da amostra capaz de
matar 50% das larvas (CL). Amostras que apresentaram valores
para CL_ < 100 ppm foram consideradas ativas.” Paralelamente
foram realizados testes em branco, utilizando 4gua e DMSO a 1,5%
e como padrio positivo o Temephos®.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas, talos,
raizes e vagens foi determinada com base na capacidade de seqiiestro
de radicais livres, utilizando o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazi-
la).??8 Adicionou-se em uma cubeta 1 mL de DPPH (60 mmol/L), 1,0
mL de etanol e realizou-se leitura, apds 30 min, em espectrofotdometro
UV-VIS com absorbancia de 520 nm, empregando o etanol como
branco. Uma solu¢@o de DPPH, sem adicdo das amostras, foi utilizada
como controle. Em seguida, foi feita uma leitura testando as amostras
em diferentes concentragdes (1,0; 0,5 ¢ 0,25 mg mL™!). O cdlculo da
atividade antioxidante foi feito utilizando o programa GraphPad Prism
4 for Windows e no cdlculo da CL utilizou-se a equacio dose-resposta
sigmoidal. O teste foi realizado em triplicata, tendo sido utilizado
como padrdes o Trolox, a vitamina C e o BHT. Os resultados foram
expressos como CIL, que corresponde a concentragdo da amostra
necessdria para seqiiestrar 50% de radicais livres.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico de Tephrosia toxicaria Pers. permitiu o isola-
mento e a identificacdo das flavanonas iso-obovatina (1),% inédita no
género, e obovatina (2),% e dos rotendides, 6a,12a-desidro-B-toxicarol
(3).*! 6a,12a-desidro-o-toxicarol (4)* e a-toxicarol (5)*! (Figura 1).
As substancias isoladas ja se encontram registradas na literatura
e tiveram suas identidades estruturais elucidadas definitivamente
através da aplicagdo de métodos espectroscopicos, tais como 1V e,
principalmente, RMN 'H e RMN "“C [1D e 2D: correlagdo homo-
nuclear de dtomos de hidrogénios 'H-'H-COSY e heteronuclear de
dtomos de hidrogénio e carbono através de uma ligacao ("H-"*C-
COSY-'J,, HMQC) e a longa distancia ('H-"C-COSY-"J,, n=2
e n=3, HMBC)]. A confirmacdo das estruturas deduzidas com base
na andlise de dados espectrais envolveu também a comparacdo com
dados descritos na literatura.!

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes de atividade larvicida
de extratos, fragdes e substincias obtidas de T. foxicaria frente ao
Aedes aegypti. Dentre os extratos testados, verificou-se que o extrato
das raizes (TTRE) foi o tnico que apresentou resultado significativo
(CL,, 47,86 2,75 ppm), de acordo com Cheng et al..” Deste extrato
foram obtidas as fragdes hexano (TTREH), cloroférmio (TTREC),
acetato de etila (TTREA) e metanol (TTREM). Entretanto, somente
as fra¢des hexano e cloroférmio apresentaram alto potencial larvicida
com CL, ;23,99 + 1,05 ppm e CL, 13,80 + 0,80 ppm, respectivamente.
Da fragdo hexano foi isolada a substincia 1. Da fragio cloroférmio fo-
ram isoladas as substancias 2-5. Em virtude das pequenas quantidades
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Figura 1. Flavondides isolados do extrato etandlico das raizes de T. toxi-
caria Pers

isoladas, as substincias 1 e 3 ndo foram testadas. As substincias 2 e 4
apresentaram CL,; superiores a 50 ppm. A auséncia da dupla ligacdo
entre C-6a e C-12a, vista no o-toxicarol (5) que apresentou CL de
24,55 + 0,13 ppm, pode justificar, segundo relatos da literatura,* a
maior atividade deste composto quando comparado com 0s outros
rotendides, nos quais a juncdo entre os anéis B/C ¢ insaturada. A
maior atividade observada na avaliagdo do extrato cloroférmio pode
ser justificada pela presenca do o.-toxicarol e/ou por sinergismo com
outras substancias ativas ndo isoladas do extrato.

Tabela 1. Resultados de avaliacao larvicida frente ao Aedes aegypti
de extratos, fracdes e substancias isoladas de 7. toxicaria

Extrato CL,, (ppm)
TTFE 218,78 £ 1,50
TTTE 275,90 + 1,25
TTVE 115,22 + 1,38
TTRE 47,86 = 2,75
Fracao CL,, (ppm)
TTREH 23,99 + 1,05
TTREC 13,80 = 0,80
TTREA 95,50 + 1,48
TTREM > 500
Substancias isoladas CL,, (ppm)
1 NT

2 > 50

3 NT

4 >50

5 24,55 +0,13
Padrao CL,, (ppm)
Temephos® 1,40 + 0,20

NT = ndo testada
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Diversas técnicas vém sendo utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro, permitindo selecionar substancias potencialmente
ativas na prevencao de doengas degenerativas.>** Dentre elas destaca-se
o método de seqiestro de radicais pelo DPPH, que se baseia na transfe-
réncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante.?”

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no ensaio antioxidante
do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria (TTRE) e das fracdes
oriundas da particdo liquido-liquido deste extrato. TTRE e suas
fragdes hexano (TTREH), cloroférmio (TTREC) e acetato de etila
(TTREA) apresentaram atividade proxima ao padrdao BHT (CL,, 0,177
mg/mL). Entretanto, a fragdo metanol (TTREM) revelou-se a mais
ativa, apresentando CL 0,089 mg/mL e resultado superior ao BHT.
Dentre as substincias isoladas, a obovatina (2) foi a tnica obtida
em quantidade suficiente para permitir a avaliag¢do de tal atividade e
apresentou poder antioxidante inferior aos dos extratos testados (CI,
3,370 mg/mL). Normalmente os compostos flavondidicos, descritos
como potenciais antioxidantes,* sdo obtidos em maior quantidade nos
extratos mais polares (e. g. metandlicos e aquosos)***’ o que corrobora
com a maior atividade da fracdo metdnolica em relacio as demais
fragdes. A abundancia de substancias fendlicas do tipo flavondide no
género Tephrosia® pode justificar a atividade observada.

Tabela 2. Resultados de avaliagdo antioxidante de diferentes extratos
e fragdes de 7. roxicaria utilizando o DPPH como radical livre

Fracdo CI,, (ug/mL)
TTRE 276
TTREH 264
TTREC 343
TTREA 218
TTREM 89
Substancia isolada CI,, (ug/mL)
Obovatina (2) 3.370
Padrao CI,, (ug/mL)
Vitamina C 25
Trolox 17
BHT 177
CONCLUSAO

O estudo quimico de Tephrosia toxicaria Pers. permitiu o isolamento
de cinco flavonéides conhecidos: iso-obovatina (1), obovatina (2), 6a,12a-
desidro-B-toxicarol (3), 6a,12a-desidro-0-toxicarol (4) e o-toxicarol (5),
confirmando o perfil quimiotaxondémico do género Tephrosia. Observou-
se ainda a presenga de compostos contendo o sistema dimetilcromeno,
corroborando o descrito na literatura.**“? Os resultados dos extratos e
substancias de 7. foxicaria nos ensaios de atividade larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti reforcam a utilizaciio desta espécie como uma
fonte de substancias com potencial inseticida e justificam a sua utiliza¢do
como defensivo agricola, tornando-a uma alternativa ecologicamente
vidvel para a erradicagiio ou controle da dengue.

Os ensaios de atividade antioxidante sugerem a espécie 7. toxica-
ria como uma fonte promissora de agentes que podem ser utilizados
contra o envelhecimento celular e o stress oxidativo.
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