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RESUMO 

Diversas espécies do Cerrado são amplamente utilizadas na medicina tradicional em 

razão de seu elevado potencial terapêutico. O gênero Aeschynomene, pertencente à 

família Fabaceae, é composto por aproximadamente 727 gêneros e 19.325 espécies, 

sendo diversas já associadas a atividades biológicas como ação citotóxica, 

antitumoral e inseticida. No entanto, até o presente momento, não há relatos na 

literatura sobre o estudo fitoquímico ou a avaliação biológica da espécie 

Aeschynomene americana. Neste contexto, este trabalho apresenta um estudo inédito 

dos constituintes químicos das folhas, bem como a avaliação biológica. O extrato 

etanólico das folhas foi obtido por maceração e submetido à partição líquido-líquido 

com solventes em ordem crescente de polaridade. A fração em acetato de etila, após 

sucessivas cromatografias em coluna, forneceu a substância feofitina A (I), cuja 

estrutura foi elucidada por espectroscopia de RMN unidimensional (¹H) e 

bidimensional (HSQC e HMBC). Da fração hexânica, foram identificados os 

fitoesteróis: β-sitosterol (II), estigmasterol (III) e campesterol (IV), da fração metanólica 

foi possível isolar e identificar o flavonoide kaempferol-3-O-rutinosídeo (V). A atividade 

antibacteriana dos extratos e das frações foi avaliada por microdiluição em caldo, não 

apresentando efeito inibitório (CMI>1000 μg.mL-1 e CMB>1000 μg.mL-1) nas 

concentrações testadas. Por outro lado, os testes de citotoxicidade frente a linhagens 

celulares tumorais apesentaram seletividade, com valores de IS elevados para PC3 

(IS = 3,01) e HL60 (IS = 5,27). O extrato etanólico também mostrou boa seletividade 

para SNB-19 (IS = 3,65). e o de toxicidade frente à Artemia salina, em que extrato 

etanólico e as frações de hexano e metanol apresentaram DL50 menor que 1000 

μg.mL-1 e a fração de acetado de etila com valor de DL50 maior que 1000 μg.mL-1. Este 

estudo contribui significativamente para o conhecimento químico e biológico de uma 

espécie ainda não explorada cientificamente. 

 

Palavras-chave: Atividades farmacológica. Tetrapirróis. Feofitinas. Triterpenos. 

Glicosídeos. 

 

 



ABSTRACT 

Several species from the Cerrado biome are widely used in traditional medicine due to 

their high therapeutic potential. The genus Aeschynomene, belonging to the Fabaceae 

family, comprises approximately 727 genera and 19,325 species, many of which have 

already been associated with biological activities such as cytotoxic, antitumor, and 

insecticidal effects. However, to date, no phytochemical studies or biological 

evaluations have been reported for Aeschynomene americana. In this context, the 

present work provides the first investigation of the chemical constituents of the leaves, 

as well as their biological evaluation. The ethanolic extract of the leaves was obtained 

by maceration and subjected to liquid–liquid partitioning with solvents in increasing 

order of polarity. The ethyl acetate fraction, after successive column 

chromatographies, yielded pheophytin A (I), whose structure was elucidated by one-

dimensional (¹H) and two-dimensional (HSQC and HMBC) NMR spectroscopy. From 

the hexane fraction, the phytosterols β-sitosterol (II), stigmasterol (III), and campesterol 

(IV) were identified, while from the methanolic fraction, the flavonoid kaempferol-3-O-

rutinoside (V) was isolated and identified. The antibacterial activity of the extracts and 

fractions was assessed using the broth microdilution method, showing no inhibitory 

effect (MIC > 1000 μg·mL⁻¹ and MBC > 1000 μg·mL⁻¹) at the tested concentrations. 

On the other hand, cytotoxicity assays against tumor cell lines demonstrated 

selectivity, with high SI values for PC3 (SI = 3.01) and HL60 (SI = 5.27). The ethanolic 

extract also showed good selectivity for SNB-19 (SI = 3.65). In the toxicity test against 

Artemia salina, the ethanolic extract and the hexane and methanol fractions presented 

LD₅₀ values below 1000 μg·mL⁻¹, whereas the ethyl acetate fraction showed an LD₅₀ 

above 1000 μg·mL⁻¹. This study significantly contributes to the chemical and biological 

knowledge of a species that has not yet been scientifically explored. 

Keywords: Pharmacological activities. Tetrapyrroles. Pheophytins. Triterpenes. 

Glycosides. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupa cerca de 

2.036.448 km2 e corresponde a mais de 22% do território brasileiro. Possui grande 

biodiversidade e abriga cerca de 11.627 espécies de plantas nativas, sendo, 

aproximadamente, 4.400 espécies endêmicas, além de possuir grande potencial 

econômico e medicinal (Silva et al., 2019; Ribeiro et al., 2022). 

A família Fabaceae, também denominada Leguminosae, é uma das maiores e 

mais ecologicamente relevantes entre as angiospermas, compreendendo entre 

19.000 e 20.000 espécies distribuídas em cerca de 730 a 795 gêneros. Essa 

diversidade abrange uma ampla variedade de formas de crescimento, como ervas, 

arbustos, árvores e trepadeiras, o que reflete sua adaptabilidade e presença em quase 

todos os biomas terrestres (Azani et al., 2017; Petruzzello, 2023)  

Também são fontes fundamentais de compostos fitoquímicos com alta 

importância medicinal, como compostos fenólicos (fenilpropanoides, flavonoides, 

taninos, antocianinas, lignanas, cumarinas e furanocumarinas), policetídeos 

(antraquinonas) e terpenoides (principalmente triterpenoides, saponinas esteroides e 

tetraterpenos) (Lewis et al., 2005; Amorim et al., 2016). 

O gênero Aeschynomene, pertencente à família Fabaceae, é amplamente 

distribuído em regiões tropicais e subtropicais, abrangendo as Américas, África, Ásia 

e Austrália. Estima-se que o gênero compreenda cerca de 180 espécies no mundo, 

das quais 49 estão registradas no Brasil, distribuídas por diversos biomas do território 

nacional (Queiroz; Lima; Lewis, 2002). 

Ignato (2012) destaca que diversas espécies do gênero Aeschynomene têm 

sido objeto de estudos fitoquímicos visando à identificação de compostos bioativos e 

à avaliação de suas atividades biológicas. Nesse contexto, o iremos abordar os 

estudos fotoquímicos realizados no genero Aeschynomene. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 PRODUTOS NATURAIS 

Os avanços tecnológicos têm permitido a descoberta de novos produtos 

naturais com atividades imunomoduladoras promissoras, reforçando a relevância 

contínua desses compostos na pesquisa farmacêutica atual. Por exemplo, uma 

revisão abrangente analisou a diversidade de metabólitos secundários fúngicos e suas 

aplicações emergentes na saúde, agricultura e sustentabilidade ambiental (Wadhwa 

et al., 2024; Mahmoudi et al., 2024) 

Para Elshafie; Camele; Mohamed, (2023) esses metabólitos secundários 

incluem compostos como alcaloides, terpenoides e fenólicos, que desempenham 

papéis cruciais na defesa das plantas contra herbívoros e patógenos, além de 

contribuírem para a adaptação a estresses ambientais. 

Algumas espécies vegetais são amplamente utilizadas na medicina tradicional 

para o tratamento de diversas doenças, sendo que essas plantas, seguindo os usos 

tradicionais de várias comunidades, têm se mostrado como fontes promissoras de 

novas moléculas com potencial terapêutico. Consequentemente, essas espécies 

possuem um grande potencial para o desenvolvimento de novos fármacos com ampla 

eficácia terapêutica, conforme apontado por Ferreira et al., (2015). 

O estudo de plantas do Cerrado se justifica pela possibilidade de essas plantas 

possuírem, além do potencial antitumoral, atividades antimicrobianas, antiparasitárias 

e inseticidas. Esse potencial se deve à possível presença de diversos constituintes 

químicos, como compostos fenólicos, taninos, triterpenos e esteróides (Versiane 

Santos e Romero, 2016). 

2.2 FAMÍLIA FABACEAE 

 

Estima-se um total de 101 estudos focado nas espécies da família FABACEAE 

no Zimbábue utilizadas como plantas medicinais, 127 espécies medicinais da família 

utilizadas no tratamento de diversas doenças humanas e animais na Etiópia, destaque 
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para o gênero Sophora com mais de 300 compostos isolados, incluindo principalmente 

alcaloides quinolizidínicos, como a matrina e a oxymatrina, e flavonoides (Asfaw; 

Abebe, 2022; Krishna et al., 2012; Maroyi, 2023). 

 Cerca de 260 flavonoides foram encontrados em plantas da família Fabaceae, 

incluindo propriedades anticancerígenas, antidiabéticas, anti-inflamatórias, 

antimicrobianas e neuroprotetoras, ressaltando o potencial terapêutico desses 

metabólitos secundários (Morante-Carriel, 2024), 

Apesar da ampla utilização de plantas do território brasileiro como recursos 

terapêuticos, muitas espécies permanecem pouco exploradas do ponto de vista 

científico. Segundo Lopes et al. (2024), diante da imensa biodiversidade nacional, 

ainda há muito a ser investigado quanto às propriedades químicas e biológicas de 

diversas espécies vegetais. O estudo conduzido pelos autores sobre Andira paniculata 

(FABACEAE) evidencia esse potencial, ao revelar compostos bioativos com 

expressiva atividade citotóxica e antibacteriana, destacando a relevância da família. 

2.2.1 Gênero Aeschynomene 

Conforme a literatura, estes foram os estudos fitoquímicos realizados nas 

espécies do gênero até o momento: Aeschynomene uniflora, Aeschynomene 

elaphroxylon (Guill. & Perr.), Aeschynomene indica, Aeschynomene aspera, 

Aeschynomene fasciculares, Aeschynomene sensitiva, Aeschynomene flluminensis 

Vell, Aeschynomene mimosifolia, Aeschynomene uniflora e Aeschynomene 

denticulata Rudd (Anas et al., 2019; Achika; Ndukwe, 2016; Selmy et al., 2023; 

(Hashem et al., 2019; Ueda; Niwa; Yamamura, 1995; Caamal-Fuentes et al., 2015; 

Castillo-Bautista et al., 2019; Arruda et al., 2018; Ignoato et al., 2012; Fullas et al., 

1996; Sá et al., 2023). 

2.2.1.1 Aeschynomene uniflora 

Aeschynomene uniflora é uma planta encontrada em diversas regiões tropicais 

e subtropicais, conhecida por suas propriedades medicinais. Estudos anteriores têm 

demonstrado que essa planta possui um alto teor de fitonutrientes, como compostos 

fenólicos, flavonoides e taninos, que apresentam atividades antioxidantes e anti-

inflamatórias (Anas et al., 2019). 
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Outro estudo investigou a composição fitoquímica e as atividades 

antimicrobianas de extratos da parte aérea de Aeschynomene uniflora. A parte aérea 

da planta foi pulverizada e extraída com quatro solventes diferentes: éter de petróleo, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol. Os extratos foram submetidos a uma 

prospecção fitoquímica preliminar para identificar a presença de vários compostos 

químicos. O estudo concluiu que os extratos continham uma variedade de metabólitos, 

incluindo hidratos de carbono, glicosídeos cardíacos, flavonoides, saponinas, 

esteroides, triterpenos e taninos (Achika; Ndukwe, 2016). 

Além disso, os pesquisadores testaram o potencial anti-inflamatório do extrato 

de metanol em modelos in vitro e in vivo. Utilizando ensaios de atividade anti-

inflamatória, foram avaliados parâmetros como produção de óxido nítrico, liberação 

de citocinas inflamatórias e expressão de proteínas pró-inflamatórias (Anas et al. 

2019). 

O extrato apresentou atividade anti-inflamatória significativa, inibindo a 

produção de óxido nítrico, a liberação de citocinas inflamatórias e a expressão de 

proteínas pró-inflamatórias (Anas et al., 2019). A avaliação da toxicidade do extrato 

não revelou mortalidade em nenhum grupo, mesmo na dose de 5000 mg/kg, indicando 

sua segurança. Os resultados do estudo também indicaram que o extrato metanólico 

de Aeschynomene uniflora possui efeitos anti-inflamatórios (Anas et al. 2019).  

Com base nesses resultados, os extratos foram testados contra várias cepas 

de microrganismos para avaliar suas propriedades antimicrobianas. Os testes 

incluíram a avaliação de atividade antibacteriana e antifúngica, contudo os resultados 

mostraram que os extratos clorifórmio e metanol apresentaram atividades 

antimicrobiana significativas, incluindo bactérias como staphylococus aureas e 

escherichia coli (Achika; Ndukwe, 2016). 

2.2.1.2 Aeschynomene elaphroxylon (Guill. & Perr.) 

Aeschynomene elaphroxylon (Guill. & Perr.) é uma grande planta aquática 

nativa de Madagascar e da África tropical e cultivada no Egito. A fração de éter de 

petróleo do extrato metanólico total mostrou atividades citotóxicas notáveis contra 

células de carcinoma pulmonar humano (A-549) e células de carcinoma de próstata 
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(PC-3) com valores de IC50 de 12,3 ± 0,8 e 23,8 ± 1,2 μg.mL-1, respectivamente (Selmy 

et al. 2023). 

O estudo isolou e identificou os compostos Neofitadieno 1, Kaempferol-7-O-α-

L-ramnosídeo 2, Medicarpina-3-O-β-D-glicopiranosídeo 3, Kaempferol-3-O-β-D-

apiofuranosil-7-O-α-L-ramnosídeo 4 e Kaempferol-3,7-di-O-α-L-ramnosídeo 5, das 

principais frações de éter de petróleo, acetato de etila e n-butanol conforme a (Figura 

1). A fração obtida a partir do extrato de éter de petróleo, apresentou atividade 

citotóxica ainda mais potente contra as mesmas linhagens celulares (Selmy et al. 

2023). 

Figura 1 - Compostos isolados da Aeschynomene elaphroxylon (Guill. & Perr. 

 

Adaptado de (Hany Selmy et al., 2023) 

 

O perfil metabólico e do efeito hepatoprotetor da planta Aeschynomene 

elaphroxylon, que é uma espécie amplamente utilizada na medicina tradicional, em 

que pesquisadores realizaram experimentos em ratos para avaliar os efeitos da 

Aeschynomene elaphroxylon no fígado, analisando parâmetros bioquímicos como 
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enzimas hepáticas, bilirrubina, proteínas totais e albumina, entre outros (Hashem et 

al. 2019). 

Aeschynomene elaphroxylon tem um efeito hepatoprotetor significativo, 

reduzindo os danos hepáticos induzidos por substâncias tóxicas. Além disso, a análise 

do perfil metabólico revelou alterações nas vias metabólicas dos animais tratados com 

a planta, indicando possíveis mecanismos de ação (Hashem et al. 2019). 

2.2.1.3 Aeschynomene indica 

A partir dos extratos de diferentes partes da planta, como raízes, folhas e 

caules, foram submetidos a atividade antioxidante, além disso, a composição 

quimímica dos extratos em que os resultados mostraram que todas as partes da planta 

apresentaram atividade antioxidante significativa, em particular, as raízes da planta 

mostraram a maior atividade antioxidante (Lei et al., 2019; Prathibha Bharathi; 

Muralidhara Rao, 2015). 

A espécie está relacionada ao movimento de fechamento das folhas das 

plantas nyctinásticas, especificamente da espécie Aeschynomene indica envolvendo 

as substâncias em um fenômeno natural em que as folhas se movem em resposta à 

variação da luz e da temperatura ao longo do dia, se abrindo durante o período diurno 

e se fechando durante a noite. No caso da Aeschynomene indica, o movimento de 

fechamento das folhas é controlado pela presença de Trigonelina 11, conforme a 

(Figura 2) abaixo (Ueda; Niwa; Yamamura, 1995). 

 

Figura 2 - Composto responsável pelo fechamento das folhas de Aeschynomene indica 

 

 

 

Fonte: adaptado de (Ueda; Niwa; Yamamura, 1995) 

 

A trigonelina, (uma substância química encontrada nas plantas que 

desempenha um papel importante na regulação do crescimento e desenvolvimento. 



17 
 

Neste estudo, os pesquisadores identificaram a trigonelina, substância bioativa 

isolada da planta nyctinástica Aeschynomene indica. Ela atua como um fator de 

fechamento de folhas, sendo eficaz durante o dia. Sua estrutura (com cargas positivas 

e negativas) é essencial para sua atividade. 

A trigonelina compete com o ácido indol-3-acético. Quando a concentração de 

trigonelina é maior que a de ácido indol-3-acético, as folhas permanecem fechadas, 

mesmo durante o dia. Isso sugere que a trigonelina desempenha um papel no controle 

do ritmo circadiano da planta, regulando o equilíbrio entre fechamento e abertura das 

folhas, que também conta com auxílio outras substâncias para desencadeamento 

deste movimento, tais como Dicarbonato de potássio 6, Potássio lespedezat 7, 

Isolespedezato de potássio 8, m-toluato de potássio 9 e Sal de cloreto de 1-

metilnicotinamida 10 conforme a (Figura 3) (Ueda; Niwa; Yamamura, 1995). 
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Figura 3 - Compostos isolados de Aeschynomene indica 

 

 

Fonte: Adaptado de (Ueda; Niwa; Yamamura, 1995) 

 

Os resultados deste estudo contribuem para uma melhor compreensão dos 

processos fisiológicos das plantas nyctinásticas e podem ter aplicações práticas no 

desenvolvimento de novas tecnologias para o cultivo e manejo de plantas (Ueda; 

Niwa; Yamamura, 1995). 

2.2.1.4 Aeschynomene fasciculares 

Foram isolados compostos da planta e testados quanto à atividade citotóxica 

contra células cancerígenas. Os resultados que a fração hexânica da casca da raiz de 

Aeschynomene fascicularis apresentava a atividade citotóxica mais forte contra as 

linhas celulares de cancro Hep-2. Esta fração foi posteriormente purificada, o que 

levou ao isolamento de quatro compostos (Figura 4): espinochalcona C 12, 



19 
 

espinochalcona A 13, isocordoína 14 e secundiflorol G 15 (Caamal-Fuentes et al. 

2015). 

 

Figura 4 - Compostos isolados de Aeschynomene fasciculares 

 

 

Fonte: Adaptado de Caamal-Fuentes et al., 2015 

 

Posteriormente, castillo-Bautista e colaboradores (2019) conduziram uma 

investigação realizada acerca do efeito do secundiflorol G 15, um isoflavonoide isolado 

da casca da raiz de Aeschynomene fascicularis, uma planta medicinal Maia usada 

para tratar sintomas semelhantes ao câncer e descobriram que o secundiflorol G induz 

a apoptose (morte celular programada) nas células cancerígenas (Castillo-Bautista et 

al. 2019). 

O estudo apontou que o Secundiflorol G foi capaz de induzir a apoptose em 

células de câncer cervical de forma dose-dependente, o que sugere que ela pode ter 

potencial terapêutico no tratamento dessa doença. Além disso, a substância também 

demonstrou possuir atividade antiproliferativa, inibindo o crescimento das células de 

câncer cervical (Castillo-Bautista et al. 2019). 
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2.2.1.5 Aeschynomene sensitiva 

 Arruda e colaboradores (2018) avaliaram a composição química e as 

atividades anti-inflamatória, antitumoral e antioxidante das partes aéreas de A. 

sensitiva, espécie nativa do Brasil e conhecida popularmente como "sensitiva". 

 O estudo fitoquímico levou à identificação das substâncias: 6’-hidroxi-6a, 12a-

dehidrorotenona 16, dihidroxi-4´,5´dimetoxiisoflavona 17, quercetina 3-O-β-d-

glicosídeo 18, quercetina-3-O-β-D-galactopiranosideo 19, quercetina 3-O-α-L-

ramnopiranosideo 20, saponina triterpênica soyasaponina 21, ácido gálico 22 e Galato 

de metila 23, conforme demonstrado na (Figura 5) (Arruda et al. 2018). 
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Figura 5 - Compostos isolados de Aeschynomene sensitiva 

 

 

Fonte: Adaptado de (Arruda et al., 2018) 

 

2.2.1.6 Aeschynomene fluminensis Vell 

A Aeschynomene fluminensis Vell. (Fabaceae) teve como objetivo principal 

realizar um estudo fitoquímico da planta e avaliar a sua atividade anti-inflamatória. 

Aeschynomene fluminensis é uma planta nativa do Brasil, e pertence à família 

Fabaceae (Ignoato et al. 2012). 

Foram identificados compostos químicos presentes na planta, como 

flavonoides, taninos, saponinas e alcaloides. 3,7-di-O-α-L-raminopiranosilcanferol 

(canferitrina) 24, 7-O-α-L-raminopiranosilcanferol (α-raminoiso-robina) 25, 3-O-

apiofuranosil-7-O-α-L-raminopiranosilcanferol 26, 3-O-α-L-raminopiranosilquercetina 

(quercitrina) 27, 3-O-α-L-arabinofuranosilquercetina (avicularina) 28, 4’,7-di-hidroxi-

isoflavona (daidzeína) 29, 8-C-β-D-glicopiranosil-4’,5,7-tri-hidroxiflavanona (iso-
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hemifloina) 30, Dímero epicatequina-(2β→7, 4β→8)-epicatequina (procianidina A2) 

31, Poliol 3-O-metil-quiro-inositol  32, conforme a (Figura 6) (Ignoato et al. 2012). 

 

Figura 6 - Compostos isolados de Aeschynomene fluminensis Vell 

 

Fonte: Adaptado de (Ignoato et al., 2012) 

 

Para avaliar a atividade anti-inflamatória da Aeschynomene fluminensis, foram 

realizados testes in vitro e in vivo, nos quais a planta apresentou resultados 
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promissores na redução da inflamação. Acredita-se que esses efeitos sejam 

decorrentes da ação dos compostos químicos identificados no estudo fitoquímico 

(Ignoato et al. 2012). 

2.2.1.7 Aeschynomene mimosifolia 

No estudo realizado com essa espécie o isolamento, a identificação e a 

caracterização de dois novos compostos aromáticos (Figura 8) encontrados no lenho 

da raiz da planta Aeschynomene mimosifolia (Mimosifoliol 33 e Mimosifolenona 34) 

conforme a (Figura 7). Esses compostos foram identificados e caracterizados por meio 

de técnicas analíticas como espectroscopia de ressonância magnética nuclear e 

espectrometria de massas (Fullas et al. 1996). 

 

Figura 7 - Compostos isolados de Aeschynomene mimosifolia 

 

 

 

 Fonte: Adaptado de (Fullas et al., 1996)  

 

A pesquisa destaca a importância desses novos componentes na composição 

química da planta, assim como seu potencial para aplicações farmacêuticas, 

industriais e agrícolas. Além disso, os resultados do estudo contribuem para o 

conhecimento da biodiversidade e da química natural das plantas, auxiliando na 

descoberta de novos compostos bioativos (Fullas et al. 1996). 
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2.2.1.8 Aeschynomene denticulata Rudd 

A espécie Aeschynomene denticulata Rudd é conhecida por suas propriedades 

medicinais e seu uso tradicional na medicina popular. Sá e colaboradores (2023) 

investigaram a composição química do óleo essencial obtido dessa planta, bem como 

suas atividades antibacterianas e citotóxicas. Segundo Sá et al. (2023) O óleo 

essencial foi obtido por meio de hidrodestilação e sua composição química foi 

analisada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa. Os 

principais constituintes do óleo essencial foram α-pineno (30,6%), β-pineno (20,8%), 

germacreno D (13,1%) e sabineno (9,3%). 

Os resultados mostraram que o óleo essencial de Aeschynomene denticulata 

Rudd é composto por uma variedade de compostos químicos, incluindo terpenos, 

aldeídos e álcoois. Além disso, o óleo essencial apresentou atividade antibacteriana 

contra várias cepas de bactérias, incluindo Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

(Sá et al. 2023). 

Além disso, o óleo essencial também exibiu atividade citotóxica contra células 

cancerígenas, o que sugere seu potencial como um agente anticancerígeno e pode 

ter aplicações terapêuticas potenciais no tratamento de infecções bacterianas e 

câncer. Dentre as subtâncias isoladas (Figura 8) e identificadas estão α-Feladreno 35, 

α-pineno 36, sabineno 37, β-pineno 38, terpen-4-ol 39, α-Copaeno 40, β-cariofileno 41 

germacreno D 42, β-Cadineno 43, Viridiflorol 44, kaureno 45 (Sá et al. 2023). 
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Figura 8 - Compostos isolados de Aeschynomene denticulata Rubb 

 

 

Fonte: Adaptado de (Sá et al., 2023) 

 

Sendo assim, a partir destes referenciais, surgiu o interesse em trabalhar com 

a espécie Aeschynomene americana, um subarbusto de 0,3–1,5 m de altura, com 

hábito decumbente e adaptado a ambientes aquáticos ou paludosos. Suas folhas 

possuem 42–66 folíolos oblongo-falcados, com ápice obtuso e mucronulado, margem 

serrada e hirsuto-ciliada no terço superior, além de venação paralelódroma.  As flores, 
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de 4–14 mm de comprimento, apresentam pétalas lavanda ou salmão e cálice 

bilabiado.  Os frutos são lomentos de 0,6–3,5 cm, com 1–9 artículos, e sementes 

castanhas de 1,5–2,2 mm.  A espécie é amplamente distribuída no Brasil, incluindo o 

estado de Goiás, onde ocorre como ruderal e invasora de culturas, florescendo e 

frutificando ao longo de todo o ano (Antunes et al., 2018) 

Figura 9 - Espécie Aeschynomene americana em seu habitat antes da coleta 

 

Fonte: O Autor 

 

2.3 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

A realização de ensaios biológicos com extratos de plantas é uma etapa essencial 

na prospecção de compostos bioativos, pois permite verificar a presença de atividades 

farmacológicas relevantes, como ação antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória 

ou citotóxica. Esses testes são fundamentais tanto para validar o uso tradicional de 

espécies medicinais quanto para direcionar o isolamento de princípios ativos com 

potencial terapêutico. Além disso, contribuem para a avaliação da toxicidade e da 

segurança dos extratos, auxiliando no desenvolvimento de novos fitoterápicos e 

medicamentos de origem natural (Ramos; Santos; Silva, 2022). 
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2.3.1 Atividade antibacteriana 

A atividade antibacteriana de extratos vegetais tem sido amplamente investigada 

como alternativa promissora frente à crescente resistência bacteriana aos antibióticos 

convencionais. Sendo assim, a crescente resistência bacteriana aos antibióticos 

convencionais tem impulsionado a busca por alternativas terapêuticas eficazes (CLSI, 

2016).  

Nesse contexto, os extratos de plantas medicinais emergem como fontes 

promissoras de compostos antibacterianos. Uma revisão abrangente destacou que 

extratos de espécies como Quercus coccifera, Ocimum gratissimum e Curcuma longa 

demonstraram significativa eficácia contra patógenos como Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com concentrações inibitórias 

mínimas (CMI) variando entre 4 e 7,58 µg.mL-1. Esses resultados indicam o potencial 

dos extratos vegetais no combate a bactérias patogênicas, especialmente diante da 

crescente resistência aos antibióticos tradicionais (Zouine et al., 2024). 

Testes de sensibilidade a antimicrobianos, conforme o CLSI, (2003) são 

essenciais para microrganismos que causam infecções e necessitam de tratamento 

antimicrobiano. De modo geral, esses testes são realizados quando a sensibilidade 

do organismo a antimicrobianos não pode ser prevista com base apenas em sua 

identificação. Isso significa que, se um microrganismo patogênico é conhecido por sua 

resistência a agentes antimicrobianos convencionais, a realização desses testes 

torna-se crucial. 

Para avaliar a atividade antimicrobiana e antifúngica de extratos, diversos 

métodos laboratoriais são empregados. Os mais comuns incluem o método de difusão 

em ágar por poço, disco difusão e os métodos de macrodiluição e microdiluição em 

caldo. O CLSI, (2008) indica que os métodos de difusão, seja em caldo ou em ágar, 

podem ser utilizados para quantificar a atividade in vitro de um agente antimicrobiano 

contra um isolado bacteriano específico. 

Segundo Ricardo, (2008) e Madigan et al., (2010) concentração Inibitória Mínima 

(CIM) é definida como a menor concentração de um composto capaz de inibir 

completamente um organismo em teste. Para determinar tanto a CIM quanto a 

Concentração Bactericida Mínima (CBM), emprega-se o método de macro ou 

microdiluição. Este método envolve a preparação de diluições sucessivas dos extratos 
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em meio de cultura líquido ou sólido, seguida da semeadura dos microrganismos. 

Após a incubação, verifica-se qual foi a menor concentração que conseguiu inibir o 

crescimento microbiano (CLSI, 2002; 2003). 

2.3.2 Citotoxicidade em linhagens de células tumorais 

O câncer é um termo abrangente que engloba mais de 100 tipos de doenças. 

Todas elas compartilham uma característica fundamental: o crescimento 

descontrolado de células no organismo. Essas células anormais podem invadir os 

tecidos próximos de forma agressiva e desordenada, levando à formação de tumores 

e à sua disseminação por todo o corpo (INCA, 2022). 

A avaliação metabólica celular é um parâmetro crucial para determinar a 

viabilidade ou proliferação celular quando expostas a um composto específico. Essa 

análise é fundamental para verificar a atividade do composto em questão. Um dos 

métodos mais utilizados para avaliar a citotoxicidade é o ensaio de MTT, 

primeiramente descrito por Mossman, (1983). Este método colorimétrico permite 

analisar a viabilidade e o estado metabólico das células. Ele se baseia na capacidade 

das enzimas mitocondriais, como a succinil-desidrogenase presente apenas em 

células metabolicamente ativas de converter o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-

H-brometo de tetrazólio (MTT) 46 em formazan  47,  um produto colorido e insolúvel. 

A intensidade da coloração é diretamente proporcional ao número de células viáveis 

conforme a (Figura 10). 
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Figura 10 - Reação de redução do MTT a formazan a partir da ação das enzimas 

 

Fonte: Adaptado de Magalhães, Thá e Leme (2018) 

Embora existam diversos testes colorimétricos para determinar a citotoxicidade 

de agentes químicos, o ensaio de MTT se destaca. Ele é amplamente utilizado devido 

à sua sensibilidade na detecção de citotoxicantes e sua alta reprodutibilidade. Este 

teste quantifica o dano causado por um agente no metabolismo celular de 

carboidratos, avaliando a atividade das desidrogenases mitocondriais. Em essência, 

ele mede a viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular como 

um todo. A intensidade da coloração roxa/lilás, resultante dos cristais de formazana 

liberados pelas células, é diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à 

viabilidade celular, conforme descrito por (Mosmann, 1983). 

2.3.3 Toxicidade frente à Artemia salina 

Estudos toxicológicos de plantas são cruciais para confirmar sua toxicidade e 

devem considerar fatores como dose, tempo, frequência e via de administração. 

Ensaios preliminares de toxicidade frequentemente utilizam organismos simples, 

como Artemia salina, sendo esses ensaios indispensáveis para investigar compostos 

com potencial atividade biológica e para guiar o fracionamento em estudos 

fitoquímicos ou de produtos naturais (Ferreira et al., 2017). 

Deste modo, os ensaios biológicos servem como teste preliminar para nortear 

próximos passos de estudos com extratos vegetais. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVO GERAL 

Realizar o estudo fitoquímico e avaliar as atividades antibacteriana e 

citotóxica das folhas da espécie Asechynomene americana. 

3.2 OBJETIVOS EPECÍFICOS  

   Isolar e identificar compostos presentes nas frações de Aeschynomene 

americana; 

 Avaliação da atividade antibacteriana do extrato e frações frente às bactérias 

Gram-positivas (Staphylococcus aureus) quanto Gram-negativas (Escherichia 

coli). 

 Verificar citotoxicidade in vitro de amostras e frações em linhagens de células 

tumorais e não tumoral. 

 Avaliar a bioatividade de extratos de Aeschynomene americana em ensaio 

de toxicidade para náuplios de Artemia salina. 

 

4 METODOLOGIA 

4.1 MATERIAS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS 

O material botânico foi triturado em um Moinho de facas tipos willey da marca 

MA-580. As extrações e purificações, foram realizadas com a utilização de reagentes 

comerciais com diferentes graus de pureza (P.A., 96-99%) e com purificações prévias. 

Os solventes foram removidos das amostras com o uso de um rota-evaporador (IKA® 

RV3 eco), com uma bomba de alto vácuo SL 62 (SOLAB). 
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Tabela 1 - Reagentes utilizados 

Reagente Marca 

Acetato de etila PA Neon 

Diclorometano PA Neon 

Etanol PA synth e Neon 

Metnol PA Êxodo 

Hexano PA Neon 

Clorofórmio deuterado Merck 

Metanol deuterado Merck 

Vanilina ácida - 

 

O monitoramento por cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizado 

em cromatoplacas de alumínio recobertas de sílica GF254 (Sigma Aldrich). Como 

agentes reveladores foram empregados: luz ultravioleta (U.V.) nos comprimentos de 

onda de 254 e 365 nm (câmara Prodicil), vapores de iodo e vanilina sulfúrica. Foram 

adotados diversos solventes como eluentes como por exemplo: acetato de etila, 

hexano, metanol, em diversas proporções. 

 

Tabela 2 - Materiais utilizados 

Material Marca 

Celulose microcristalina D Loba Chemie 

Sílica gel 70-230 mesh Macherey-Nagel 

Cromatofolhas de alumínio sílica gel 60 F254 Macherey-Nagel 

Lâmpada UV (254 e 365 nm) Vilber Lourmat 

 

Os compostos isolados foram caracterizados por Ressonância Magnética 

Nuclear. Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) de ¹H e ¹³C foram 

obtidos no Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear (LabRMN), no Instituto de 

Química da Universidade Federal de Goiás, em um espectrômetro Bruker Avance III 

(11, 75T), com sondas utilizadas (ATB e SW), 5 mm de diâmetro interno, á 

temperatura ambiente e com pulso de 45°. A frequência utilizada para o RMN de ¹H 

foi de 500 MHz e para o RMN ¹³C foi de 125 MHz. Os compostos foram solubilizados 

em solventes deuterados: dimetilsulfóxido (DMSO-d6) ou clorofórmio (CDCl3).  
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Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm), 

em relação ao padrão interno tetrametilsilano (TMS), as constantes de acoplamento 

(J) em Hertz (Hz). Para a multiplicidade dos sinais foram aplicadas algumas 

abreviaturas, sendo elas: s-simpleto, d-dupleto, t-tripleto, q-quadrupleto, dd-duplo 

dupleto e m-multipleto ou não resolvido.  

4.2 MATERIAL BOTÂNICO 

A planta Aeschynomene americana foi coletada em abril de 2023, localizada no 

Campus da Universidade Estadual de Goiás, Anápolis-GO: latitude 16°22'49''S, 

longitude 48°56'51''O, 1112 metros de altitude; A atividade de acesso ao Patrimônio 

Genético foi cadastrada no SisGen (número AC59619). A identificação do material 

vegetal foi feita pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos e as exsicatas foram 

depositadas no herbário da Universidade Estadual de Goiás (registro HUEG 16.339). 

4.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO BRUTO ETANÓLICO 

O material foi seco por 26 dia em ar livre. Posteriormente, realizou-se a 

separação das folhas que foram pulverizadas em moinho de facas. Foi realizado a 

maceração do material moído com etanol 95,0% à temperatura ambiente durante sete 

dias e submetida a evaporação do solvente em rotaevaporador.  

O resíduo vegetal resultante (torta vegetal) foi extraído por mais três vezes de 

maneira análoga à descrita anteriormente, conforme representado no esquema 

abaixo: 
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Figura 11 - Esquema de obtenção do extrato etanólico bruto das folhas de Aeschynomene americana 

 

Fonte: Autor 

4.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO ETANÓLICO 

Adicionou-se ao extrato bruto etanólico das folhas, celulose microcristalina D, 

mistura que foi fracionada por meio de filtração a vácuo, utilizando-se como eluentes, 

os seguintes solventes por ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e 

metanol. Após o fracionamento, os solventes foram rotaevaporados, originando as 

frações hexânica (AAFE-H), acetato de etila (AAFE-A) e metanólica (AAFE-M) das 

folhas, conforme a figura abaixo: 

  

Material vegetal 7 dias de maceração com 
solvente ''Torta Vegetal''

Filtração

Rotoevaporação

Extrato Bruto
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Figura 12 - Esquema do fracionamento do extrato etanólico das folhas 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

4.5 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUÍMICOS DE 

Aeschynomene americana 

Para realização do isolamento dos constituintes químicos de Aeschynomene 

americana foram utilizadas técnicas cromatográficas, conforme descrito nas seções 

seguintes, as quais estão organizadas de modo a apresentar as etapas do estudo 

fitoquímico das folhas de Aeschynomene americana. 

4.5.1 Estudo fitoquímico de AAFE-A 

Parte da fração de acetato de etila das folhas (4g) foi submetida à cromatografia 

por adsorção em coluna (Ø x h = 4 x 25 cm) utilizou sílica gel (70-230 Mesh) como 

fase estacionária e eluição gradiente com hexano:acetato de etila nas proporções de 

(9:1/8:2/7:3/1:1/3:7 e acetato de etila (100%). Foram obtidas 183 frações, as quais, de 

acordo com as semelhanças apresentadas na análise por CCD, foram reunidas em 

17: A1 - A17 conforme Figura 13, já as frações (43 a 49) não foram reunidas por não 

apresentarem semelhança no teste realizado através da CCD. 

  

Extrato bruto

Fração hexânica Fração acetato de 
etila Fração metanólica
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Figura 13 - Fluxograma de refracionamento da fração de acetato de etila das folhas de 
Aeschynomene americana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Autor 

4.5.1.1 Isolamento da substância (I) 

A fração A3 (67 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (Ø x h = 1,5 x 25 

cm) com sílica gel (70-230 Mesh) e eluição gradiente com hexano:Acetato de etila 

(8:2/7:3/5/1:1). Foram obtidas 10 frações. A fração A3.5 (7,8 mg) mostrou uma única 

mancha na CCDA, que apresentou coloração verde ao ser revelada com vanilina 

ácida e foi identificada por RMN de 1H, HSQC e HMBC como sendo a substância (I). 

A Figura 14, apresenta um fluxograma do processo de isolamento desta substância 

(I). 

  

Coluna (Ø x h = 4 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição gradiente (Hex:AcOEt) 
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Figura 14 - Fluxograma do isolamento da substância (I) 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

4.5.2 Estudo fitoquímico de AAFE-H 

  Parte da fração de hexano das folhas (10 g) foi submetida à cromatografia por 

adsorção em coluna (Ø x h = 4 x 25 cm) utilizando sílica gel (70-230 Mesh) como fase 

estacionária e eluição gradiente com hexano:acetato de etila nas proporções de 

(9:1/8:2/7:3/6:4/1:1/3:7 e acetato de etila (100%). Foram obtidas 160 frações, as quais, 

de acordo com as semelhanças apresentadas na análise por CCD, foram reunidas em 

15: H1 - H15 conforme Figura 15. 

 

Figura 15 - Fluxograma de refracionamento da fração hexânica das folhas de Aeschynomene 
americana 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

Coluna (Ø x h = 1,5 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição gradiente (Hex:AcOEt) 

Coluna (Ø x h = 4 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição gradiente (Hex/AcOEt) 
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4.5.2.1 Isolamento das substâncias (II), (III) e (IV) 

A fração H4 (262,4 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (Ø x h = 1,5 x 

25 cm) com sílica gel (70-230 Mesh) e eluição isocrática com hexano:acetato de etila 

(8:2). Foram obtidas 10 subfrações: H4.1 – H4.10.  

A fração H4.7 (45,7 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (Ø x h = 1,5 x 25 

cm) com sílica gel (70-230 Mesh) e eluição isocrática com hexexano:acetato de etila 

(8:2). Foram obtidas 10 frações: H4.7.1 – H4.7.10.  

A fração H4.7.4 (3,6 mg) mostrou uma única mancha na CCD, que apresentou 

coloração roxa ao ser revelada com vanilina ácida e identificada por RMN de 1H, 

HSQC e HMBC como sendo a substância (II), (III) e (IV). A Figura 16 apresenta um 

fluxograma do processo de isolamento desta substância. 

 

Figura 16 - Fluxograma do isolamento da substância (II) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

Coluna (Ø x h = 1,5 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição isocrática (Hex/AcOEt 
20%) 

Coluna (Ø x h = 1,5 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição isocrática (Hex/AcOEt 20%) 
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4.5.3 Estudo fitoquímico de AAFE-M 

Parte da fração de metanol o das folhas (5g) foi submetida à cromatografia por 

adsorção em coluna (Ø x h = 5 x 25 cm) utilizando sílica gel (70-230 Mesh) como fase 

estacionária e eluição gradiente com diclorometano:metanol nas proporções de 

(9:1/8:2/7:3/6:4/1:1/3:7 e metanol (100%). Foram obtidas 50 frações, as quais, de 

acordo com as semelhanças apresentadas na análise por CCD, foram reunidas e 

identificadas em 30: M1 – M30.  

 

Figura 17 - Fluxograma de refracionamento da fração metanólica das folhas de Aeschynomene 
americana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

  

Coluna (Ø x h = 5 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição gradiente (MeOH/CH2Cl2) 
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4.5.3.1 Isolamento da substância V 

A fração M28 (110 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (Ø x h = 4 x 10 

cm) com sephadex e eluição isocrática com metanol. Foram obtidas 10 subfrações: 

M28.1 – M28.10. 

Figura 18 - Fluxograma do isolamento da substância V 

 

 

 

 

 

A fração M28.8 (26,6 mg) apresentou-se cristais impuros e foi 

recromatografada em coluna de vidro (Ø x h = 2 x 25 cm) com sílica gel (70-230 Mesh) 

e eluição isocrática com metanol e diclorometano (80:20). Foram obtidas 10 frações: 

M28.8.1 – M28.8.10.  

 

Figura 19 - Fluxograma do isolamento da substância V 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coluna (Ø x h = 4 x 10 cm)  

Sephadex 

Eluição isocrática (MeOH) 

Coluna (Ø x h = 1,5 x 25 cm)  

Sílica gel (70-230 Mesh) 

Eluição isocrática (MeOH:CH2Cl2) 
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A fração M28.8.6 (2,1mg) mostrou uma única mancha na CCD, que apresentou 

coloração amarela ao ser revelada com vanilina ácida e identificada por RMN de 1H, 

HSQC e HMBC como sendo a substância (V). 

4.6 ENSAIOS BIOLÓGICOS  

O extrato bruto e as frações das folhas e do caule de Aeachynomene americana 

foram testados quanto ao potencial antibacteriano e citotóxico, conforme descrito nas 

seções seguintes. 

4.6.1 Avaliação da atividade antibacteriana 

A determinação da atividade antimicrobiana do extrato foi realizada pelo teste 

de microdiluição em caldo, conforme o protocolo recomendado pela Clinical and 

Laboratory Standard Institute (CLSI) para testes de susceptibilidade antimicrobiana 

por diluição de agentes antimicrobianos em caldo (CLSI, 2016).  Foram utilizadas 

cepas padrão American Type Culture Collection (ATCC) mantidas no Laboratório de 

Microbiologia da (UEG), conforme descrito na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Microrganismos utilizados na determinação da concentração mínima inibitória (CMI) 

Microrganismos ATCC 

Gram (+) Staphylococcus aureus 25923 

Gram (–) Escherichia coli 25312 

 

Para a realização do experimento as amostras foram solubilizadas em 

Dimetilsulfóxido (DMSO) a 5% e diluídos em caldo Mueller Hinton MH para obtenção 

de uma solução-estoque de concentração de 4000 µg.mL-1, sendo posteriormente 

diluída para as concentrações 2000, 1000, 500, 250  e 125 µg.mL-1. 

Em microplacas estéreis de 96 poços com fundo em “U” foram colocados 50 

μL/poço de caldo MH com inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC.mL-1 e 50 μL por poço da 

amostra diluída em MH, de modo que as concentrações finais das amostras foram 

1000, 500, 250, 125 e 62,5 μg.mL-1.  
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O antibiótico cloranfenicol nas concentrações 64, 32, 16, 8, 4 e 2 μg.mL-1, foi 

utilizado como controle de técnica para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(CLSI, 2016). Para controle de viabilidade foram utilizados caldo MH estéril (100 μL 

por poço) e caldo MH estéril com 5% de DMSO (100 μL por poço), além das amostras 

nas concentrações testadas.  

As microplacas foram tampadas e incubadas a 35 ºC por 24 horas. Após o 

período de incubação, foram adicionados 10 μL de resazurina sódica a 0,01% em 

cada poço, e após 30 minutos de incubação a 35 ºC foi realizada a leitura visual dos 

resultados. O predomínio da cor azul foi considerado indicativo de inibição do 

crescimento bacteriano e o predomínio do vermelho rosáceo indicou a atividade 

metabólica devido ao crescimento bacteriano. A concentração mínima inibitória (CMI) 

foi definida como a menor concentração do composto, em μg.mL-1, capaz de inibir 

totalmente o crescimento bacteriano visível a olho nu.  

A determinação da concentração mínima bactericida (CMB) consistiu em avaliar 

a concentração subsequente àquela onde se observou CMI, através de semeadura 

em placa com ágar MH e incubação da placa a 35 ºC por 24 horas. Após incubação, 

foi verificado se houve ou não crescimento de colônias. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

4.6.2 Avaliação da atividade citotóxica 

O extrato e as frações das folhas foram submetidos à avaliação da citotoxicidade 

in vitro em quatro linhagens de células tumorais e uma não tumoral, conforme descrito 

na (Tabela 4), no Laboratório de Oncologia Experimental da Universidade Federal do 

Ceará. 
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Tabela 4 - Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade 

+ Marca/Modelo 

SNB-19 Astrocitoma 

HCT-116 Carcinoma de cólon 

PC-3 Carcinoma de próstata 

HL-60 Leucemia promielocítica 

L-929 Fibroblasto murinho 

Fonte: o Autor 

As linhagens tumorais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer (EUA), 

e a não tumoral pelo Banco de células do Rio de Janeiro- BCRJ. As células SNB-19, 

HCT-116, PC3 foram cultivadas meio RPMI 1640 e L929 em meio Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de 

antibióticos obtido de GIBCO Laboratories (NY, USA), mantidas em estufa a 37 °C e 

atmosfera contendo 5% de CO2. As substâncias foram solubilizadas em DMSO 

(Dimetilsulfóxido) e os testes foram realizados na concentração de 100 μg/mL para 

extratos e 50 μg/mL para frações. As amostras foram sonicadas por cerca de 40 

minutos para completa solubilização.  

A análise de citotoxicidade pelo método do MTT foi realizada seguindo o 

método de Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado 

metabólico da célula. É uma análise colorimétrica baseada na conversão do sal 3-

(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de 

formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células 

metabolicamente ativas. O estudo citotóxico pelo método do MTT permite definir 

facilmente a citotoxicidade, mas não o mecanismo de ação (Berridge et al., 1996).  

As células foram plaqueadas nas concentrações de 0,7 x 105 céls/mL (HCT-

116 e L929), 0,1 x 106 céls/mL (SNB-19, e PC3) e 0,3 x 105 céls/mL (HL60). A placas 

foram incubadas com a substância por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37ºC. Ao 

término deste, elas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, 

foram adicionados 100 μL da solução de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram 

incubadas por 3h. Após a incubação as placas foram novamente centrifugadas para 

retirada da solução de MTT. A absorbância foi lida após dissolução do precipitado de 

formazan com 100 μL de DMSO puro em espectrofotômetro de placa a 595 nm.  
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Os experimentos de concentração única foram analisados segundo a média ± 

desvio padrão (DP) da porcentagem de inibição do crescimento celular usando o 

programa GraphPad Prism 8.0.1 e a concentração inibitória média – CI50 foi realizada 

por regressão não linear. 

4.6.3 Avaliação da toxicidade frente a Artemia salina 

Para realização do ensaio de toxicidade com Artemia salina, amostras do extrato 

etanólico das folhas e das frações hexânica, metanólica e acetato de etila foram 

testadas nas concentrações de 125, 250 e 500 μg.mL-1. Os controles de viabilidade 

utilizados foram solução salina 36,5 g.L-1 em 5% de DMSO e como controle de 

letalidade foi utilizado o dicromato de potássio (K2Cr2O7) nas diluições 100, 50, 25 e 

12,5 μg.mL-1 diluídas na solução salina 36,5 g.L-1. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicatas independentes.  

O ensaio foi realizado segundo a metodologia de Meyer et al. (1982) e adaptado 

por Molina-Salinas e Said-Fernández (2006). Foram empregados o meio de água 

marinha sintética preparado com a dissolução de sal marinho 36,5 g em 1 L de água 

destilada. O pH da solução salina foi controlado através do pHmetro na faixa entre 8,4 

- 8,8 tornando ideal para que as larvas de Artemia salina sobrevivam. 

Em funil de decantação os ovos e Artemia salina foram incubados por 36 horas 

em 1 litro da solução salina 36,5 g.L-1 com iluminação artificial, temperatura ambiente 

(20-25ºC) e oxigenação constante, assim promoveu a eclosão dos cistos e liberação 

dos náuplios. 

 Após a eclosão, 10±1 náuplios foram atraídos, coletados e transferidos para cada 

tudo de ensaio contendo 2 mL das amostras do extrato, Frações, controle de 

viabilidade e controle de letalidade. 

 Os tubos contendo as amostras e 10±1 de larvas foram deixados na presença de 

luz visível em repouso e descobertos à temperatura ambiente por 24 horas. Após este 

tempo, efetuou-se a contagem do número de larvas vivas e mortas em cada tubo de 

ensaio. Foram consideradas mortas aquelas larvas que permaneceram imóveis por 

mais de 10 segundos após agitação suave dos tubos.  
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 Os valores de CL50 foram obtidos a partir da regressão linear obtida da relação 

entre a porcentagem de náuplios mortos e a concentração dos extratos. Para tanto, 

foi utilizado o método PROBIT de análise, através do software STATPLUS®. 

A classificação da toxicidade do extrato e das frações foi realizado segundo 

classificação de Dolabela (1997) em que valores de DL50 < 100 μg.mL-1 foram 

considerados de forte toxicidade, DL50 entre 100 μg.mL-1 e 500 μg.mL-1 de toxidade 

moderada; DL50 entre 500 μg.mL-1 e 1000 μg.mL-1 de baixa toxicidade e DL50 > 1000 

μg.mL-1 foram considerados não tóxicos. 

 

Tabela 5 - Classificação da toxicidade 

Valores DL50 (μg.mL-1) Toxicidade 

100 Forte 

100 – 500 Moderada 

500 – 1000 Baixa 

1000 Não toxico 

Fonte: O Autor 

5 RESULTADO E DISCUSSÕES 

5.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E DAS FRAÇÕES 

O material vegetal utilizado no preparo do extrato bruto de Aeschynomene 

americana, quantidade de solvente utilizado na extração e a massa de extrato obtida 

está descrita na (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Massa do material vegetal, volume do solvente e quantidade do extrato obtido 

Material vegetal 

seco (g) 

Solvente (L) Massa do extrato 

obtida (g) 

Rendimento 

(%) 

Código 

Folhas (730) Etanol (20) 74,5 10,2 AAFE 

AAFE – A. americana – folha – etanol 

Fonte: O Autor 

 

 

Após o fracionamento de parte do extrato das folhas (70g) de Aeschynomene 

americana, conforme apresentado na Tabela 7, foram obtidas três frações: hexânica 

(AAFE-H), em acetato de etila (AAFE-A) e metanólica (AAFE-M).  

 

Tabela 7 - Massas obtidas e volume de solvente gasto no fracionamento do extrato etanólico bruto 
das folhas de Aeschynomene americana 

Extrato (g) Solvente (L) 
Massa 

obtida (g) 
Rendimento (%) Código 

Folhas (70) Hexano (15) 26,7 38,1 AAFE-H 

 Acetato de etila (15) 5,3 7,6 AAFE-A 

 Metanol (15) 35,5 50,7 AAFE-M 

AAFE-H = A. americana - folhas - etanol - fração hexânica. AAFE-A = A. americana - folhas - etanol - fração em 

acetato de etila. AAFE-M A. americana - folhas - etanol - fração metanólica. 

Fonte: O Autor 

5.2 SUBSTÂNCIAS IDENTIFICADAS 

O estudo fitoquímico de Aeschynomene americana, levou à identificação de 

cinco substâncias conforme a Figura 20. 
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Figura 20 - Representação estrutural das substâncias isoladas das folhas de Aeschynomene 
americana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Feofitina A (I)  

Procedência: fração acetato de etila 
das folhas  

Massa: 7,8 mg 

Isolamento: página 34 

Identificação: página 46 

β-sitosterol (II)  

Procedência: fração hexânica das 
folhas  

Massa: 3,6 mg (em mistura) 

Isolamento: página 36 

Identificação: página 58 

Estigmasterol (II)  

Procedência: fração hexânica das 
folhas  

Massa: 3,6 mg (em mistura) 

Isolamento: página 36 

Identificação: página 58 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O Autor 

  

Campesterol (IV)  

Procedência: fração hexânica das 
folhas  

Massa: 3,6 mg (em mistura) 

Isolamento: página 36 

Identificação: página 58 

Kaempferol-3-Rutinosídeo (V)  

Procedência: fração metanólica das 
folhas  

Massa: 2,1 mg 

Isolamento: página 38 

Identificação: página 62 
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5.2.1 Identificação do Clorofilóide 

5.2.2 Identificação da feofitina A, substância (I) 

A feofitina A é uma substância formada a partir da clorofila A, após a perda do 

magnésio que normalmente está presente no centro da molécula. Apesar dessa 

modificação, ela ainda conserva parte da estrutura da clorofila, incluindo uma cauda 

longa chamada fitol, que a mantém ligada às membranas das células vegetais. Essa 

molécula tem um papel importante no processo de fotossíntese, pois atua como a 

primeira receptora de elétrons logo após a absorção de luz no fotossistema II, 

ajudando a iniciar a cadeia de reações que convertem energia luminosa em energia 

química (Blankenship, 2014). 

A identificação estrutural da substância analisada foi realizada por meio da 

técnica de espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN), utilizando os 

experimentos unidimensionais de ¹H e os bidimensionais HSQC e HMBC em CDCl₃, 

a 500 MHz. O espectro de RMN de ¹H revelou sinais característicos de prótons, 

observados nas regiões de δ 10,2 (H-10), 9,6 (H-5) e 8,8 ppm (H-20), compatíveis 

com prótons internos do anel tetrapirrólico presente em porfirinas e clorinas. Além 

disso, foram observados sinais vinílicos (H-3’(E), (Z) e 31 na região de δ 6,2 - 6,7 e 6,9 

ppm, associados às duplas ligações laterais, estrutura lateral típica da feofitina A 

(Zhao et al., 2014). 

O espectro HSQC (Figura 24 e Figura 25) confirmou a correlação direta entre 

os prótons e seus carbonos ligados, permitindo a atribuição inequívoca de C-H em 

diversas posições da molécula. Destacam-se as correlações de H-13³ (δ 4,3 ppm) 

com C-13³ (δ ~63 ppm), bem como as de H-17 e H-18 (δ ~2,3 e 1,8 ppm) com C-17 e 

C-18 (δ ~29 e 20 ppm, respectivamente.  A presença de múltiplas correlações na 

região de δ 0,8–1,6 ppm reforça a complexidade da cadeia lateral, composta por 

metilas e metilenos típicos de diterpenos como o fitol. 

O espectro HMBC forneceu correlações de longo alcance entre os núcleos de 

hidrogênio e carbonos até três ligações de distância, permitindo a confirmação de 

conectividade entre diferentes fragmentos moleculares. Por exemplo, as correlações 

entre os prótons vinílicos H-3’(E) e (Z) com os carbonos C-2 e C-3 estabeleceram com 

clareza a extensão lateral do sistema conjugado. 
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A posição 21: δH = 3,40 ppm, indica um ambiente onde o próton não está 

acoplado a outros próximos, possivelmente em um grupo metílico. Posição 31: δH = 

7,95 ppm (dd), indica próton em um ambiente aromático ou conjugado com duplo 

acoplamento, já na posição 32: δH = 6,27 ppm (d) e 6,17 ppm (d), sugere dois prótons 

em um ambiente com acoplamento duplo, possivelmente em um sistema de ligação 

dupla conjugada. A Posição 173: δC = 172,4 ppm, correspondendo a um carbono em 

um grupo carbonílico conforme a (Figura 21 e Figura 22).  

Os carbonos em Anéis Aromáticos normalmente encontrados entre 120-150 

ppm, esses valores são comuns em carbonos envolvidos em anéis aromáticos, como 

os encontrados em feofitinas, estruturas relacionadas à feofitina. Grupos Metílicos 

(CH3): geralmente se refletem em valores δC em torno de 15-40 ppm e δH em torno de 

0,9-1,3 ppm. Os valores de deslocamento químico fornecidos na (Tabela 8) podem 

ser associados aos diferentes ambientes químicos encontrados em moléculas 

grandes e complexas como a feofitina. 
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Tabela 8 - Dados de 1H-RMN (500 MHz), 13C-RMN (125 MHz) (CDCl3) para a substância I em comparação com os dados de RMN de 1H-RMN (500 MHz), 
13C-RMN (125 MHz) (CDCl3) de feofitina A 

 Substância I Teles, 2015 D'Abrosca et al. 2010 

H/C δH (ppm), J (Hz) 
δC 

(ppm) 
δH (ppm), J (Hz) 

δC 
(ppm) 

δH (ppm), J (Hz) δC (ppm) HMBC (H→C) 

1 - 141,9 - 141,97 - 143,6 - 

2 - 131,7 - 131,75 - 132,2 - 

21 3,35 (s) 11,8 3,39 (s) 12,05 3,36 (s) 12,0 1, 2, 3 

3 - 136,2  136,11  137,7 - 

31 7,94 (dd, J=17,8 e 11,5) 128,9 
7,95 (dd, J=17,85 

e 11,48) 
129,97 

7,96 (dd, 17,7 e 11,4) 
6,22 dd (11,4 e 1,2) 

128,6 2, 3, 32 

32 
6,26 (trans) (d, J= 

17,65) e 6,14 (cis) (d, J= 
11,9) 

122,5 
6,27 (trans) (d, 
J=17,95) e 6,18 

(cis) (d, J=11,10) 
122,67 6,35 dd (17,7 e 1,2) 

123,5 32 

32 

4 - 136,4 - 136,36 - 137,1 - 

5 9,27 (s) 97,2 9,35 (s) 97,35 10,31 (s) 101,5 4, 6 

6 - 155,6 - 155,53 - 151,1 - 

7 - 136,2 - 136,00 - 132,8 - 

71 3,13 (s) 11,8 3,19 (s) 11,09 11,09 (s) 187,7 6, 7 

8 - 145,1 - 145,05 - 159,4 - 

81 3,58 (m) 19,5 3,63 (m) 19,29 3,97 (q, 7,5) 19,3 7, 8, 9 

82 1,62 (m) 17,1 1,66 (m) 17,36 1,80 (t, 7,5) 19 8 

9 - 150,9 - 150,84 - 147,1 - 

10 9,43 (s) 104,1 9,51 (s) 104,29 9,56 (s) 106,9 8, 11 

11 - 137,9 - 137,80 - 138,0 - 

12 - 128,7 - 128,77 - 128,6 - 

121 3,65 (s) 11,8 3,69 (s) 12,05 3,65 (s) 12,2 11, 12, 13, 14 

13 - 128,7 - 128,77 - 132,4 - 

131 - 189,6 - 189,71 - 189,4 - 

132 6,21 (s) 64,6 6,30 (s) 64,65 6,23 (s) 64,5 131, 133, 14, 15 

133 - 169,8 - 173,92 - 159,2 - 

134 3,82 (s) 52,6 3,91 (s) 52,87 4,31 (q, 6,3) 66,8 133 
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14 - 149,6 - 149,60 - 150,7 - 

15 - 105,2 - 105,08 - 104,8 - 

16 - 161,2 - 161,19 - 163,9 - 

17 4,19 (m) 50,8 4,15 (m) 51,04 4,20 (m) 51,2 171, 172, 18 

171 2,60 30,2 - 29,67 2,55 (m) 29,3 172, 173 

172 2,46 31,1 - 30,06 2,32 (m) 31,9 173 

173 - 172,4 - 173,92 - 176,4 - 

18 4,43 (m) 50,0 4,34 (m) 50,06 4,45 (dq, 7,5 e 1,8) 50,1 17, 171, 181, 19 

        

181 1,81 (d) 23,0 1,84 (d) 23,04 1,83 (t, 7,5) 23,1 17, 18, 19 

19 - 172,4  172,21 - 173,9 - 

20 8,50 (s) 93,0 8,60 (s) 93,05 8,54 (s) 93,4 1, 2, 19 

P1 - - - 62,07 - - - 

P2 - - - 117,62 - - - 

P3 - - - 142,84 - - - 

P4 - - - 39,75 - - - 

P5 - - - 25,58 - - - 

P6 - - - 37,32 - - - 

P7 - - - 32,70 - - - 

P8 - - - 37,25 - - - 

P9 - - - 24,37 - - - 

P10 - - - 37,19 - - - 

P11 - - - 32,55 - - - 

P12 - - - 37,25 - - - 

P13 - - - 24,82 - - - 

P14 - - - 39,30 - - - 

P15 - - - 27,92 - - - 

P16 - - - 22,67 - - - 

P17 - - - 22,55 - - - 

P111 - - - 19,62 - - - 

P71 - - - 19,68 - - - 

P31  -  16,25    
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Figura 21 - Espectro 1H-RMN (500 MHz) (CDCl3,) da substância I 
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Figura 22 - Ampliação do espectro 1H-RMN (500 MHz) (CDCl3,) da substância I 
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Figura 23 - Ampliação do espectro 1H-RMN (500 MHz) (CDCl3,) da substância I 
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Figura 24 - Espectro de correlação heteronoclear (1H - 13C), HSQB, da substância I (500 MHz, CDCl3) 
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Figura 25 - Ampliação do espectro de correlação heteronoclear (1H - 13C), HSQB, da substância 1 (500 MHz, CDCl3) 
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Fonte: O Autor 
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Figura 26 - Espectro de correlação heteronoclear (1H - 13C), HMCB, da substância I (500 MHz, CDCl3) 
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Figura 27 - Ampliação do espectro de correlação heteronuclear (1H - 13C), HMCB, da substância I (500 MHz, CDCl3) 
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5.2.3 Identificação dos fitoesteróis 

5.2.3.1 Identificação das substâncias (II), (III) e (IV) 

A caracterização da amostra por espectroscopia de RMN de ¹H e ¹³C, 

associada aos experimentos bidimensionais HSQC e HMBC, permitiu a identificação 

de três fitoesteróis: β-sitosterol, estigmasterol e campesterol (Tabela 9). A presença 

do campesterol foi sustentada principalmente pela ausência de correlação entre 

grupos metilênicos e grupos metila adicionais, o que excluiria a presença do etil em 

C-24 característico do β-sitosterol. 

Os dados de RMN de ¹H (Figura 28) revelaram três prótons olefínicos nos 

deslocamentos químicos δH= 5,15; 5,02 e 5,35 ppm, atribuídos às posições H-22, H-

23 e H-6, respectivamente. Observou-se ainda um triplo de dupleto de dupleto em δH= 

3,52 ppm, correspondente ao próton H-3. Os sinais em δH= 1,25; 0,69; 1,17; 0,82; 0,92 

e 1,02 ppm confirmaram a presença de seis grupos metila, associados às posições 

18, 19, 21, 26, 27 e 29, em concordância com os dados da literatura. 

A espectroscopia de RMN de ¹³C (Figura 29) evidenciou três carbonos 

quaternários, onze grupos metileno, nove metinos e seis carbonos metílicos. Sinais 

característicos de duplas ligações foram observados para os carbonos C-5 e C-6 em 

δC= 140,8 e 121,7 ppm, respectivamente. O carbono angular C-18 foi identificado em 

δC= 12,1 ppm, enquanto o carbono C-3, portador de grupo hidroxila, apresentou 

deslocamento em δC= 71,8 ppm. 

Um dos aspectos distintivos do estigmasterol é a ausência de sinais que 

indicariam grupos etilados em C-24, como ocorre no β-sitosterol, e a presença de 

correlações específicas dos grupos metila em C-26, C-27 e C-28, cujos 

deslocamentos químicos são consistentes com descrições conforme apontado por 

(Okoro et al., 2017). Este conjunto de dados permite diferenciar com precisão o 

estigmasterol de seus análogos. 
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Tabela 9 - Dados de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) e 13C (CDCl3, 125 MHz) da substância (II) em 
comparação com os dados de RMN de 1H (CDCl3, 600 MHz) e 13C (CDCl3, 150 MHz) 

  Substância (II) Okoro et al., 2017 

H/C δH (ppm), J (Hz) δC (ppm) δH (ppm) δC (ppm) 

1   37,3   37,3 

2   31,7   31,7 

3 3,52 (tdd, J = 11,0; 4,2 e 3,8 Hz) 71,8 3,54 (tdd, 1H) 71,8 

4   42,3   42,2 

5   140,8   141,0 

6 5,35 (d, J = 3,8 Hz) 121,7 5,36 (m,1H) 121,7 

7   31,9   31,9 

8   29,7   31,0 

9   50,2   50,1 

10   36,5   36,5 

11   24,3   24,3 

12   39,8   39,8 

13   40,5   40,5 

14   56,8   56,8 

15   23,1   23,1 

16   28,9   28,9 

17   56,1   56,0 

18 1,25 (d, J= 10,75 Hz) 12,1 1,27 (d, 3H) 12,1 

19 0,69 (d, J = 9,0 Hz) 19,4 0,71 (d, 3H) 19,4 

20   39,7   39,7 

21 1,17 (d, J = 9,3 Hz) 21,1 1,17 (d, 3H) 21,1 

22  138,3  138,3 

23  129,3  129,3 

24   51,2   51,2 

25   36,1   36,2 

26 0,82 (d, J = 4,2 Hz) 19 0,86 (d, 3H) 19,0 

27 0,92 (d, J = 6,4 Hz) 18,8 0,94 (d, 3H) 18,8 

28   25,4   25,4 

29 1,02 (t, J = 3,3 Hz) 12 1,04 (t, 3H) 12,0 

 

Fonte: O Autor 
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Tabela 10 - Dados de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) e 13C (CDCl3, 125 MHz) da substância (III) em 
comparação com os dados de RMN de 1H (CDCl3, 600 MHz) e 13C (CDCl3, 150 MHz) 

  Substância (III) Okoro et al., 2017 

H/C δH (ppm), J (Hz) δC (ppm) δH (ppm) δC (ppm) 

1   37,3   37,3 

2   31,7   31,7 

3 3,52 (tdd, J = 11,0; 4,2 e 3,8 Hz) 71,8 3,54 (tdd, 1H) 71,8 

4   42,3   42,2 

5   140,8   141,0 

6 5,35 (d, J = 3,8 Hz) 121,7 5,36 (m,1H) 121,7 

7   31,9   31,9 

8   29,7   31,0 

9   50,2   50,1 

10   36,5   36,5 

11   24,3   24,3 

12   39,8   39,8 

13   40,5   40,5 

14   56,8   56,8 

15   23,1   23,1 

16   28,9   28,9 

17   56,1   56,0 

18 1,25 (d, J= 10,75 Hz) 12,1 1,27 (d, 3H) 12,1 

19 0,69 (d, J = 9,0 Hz) 19,4 0,71 (d, 3H) 19,4 

20   39,7   39,7 

21 1,17 (d, J = 9,3 Hz) 21,1 1,17 (d, 3H) 21,1 

22 5,15 (dd, J= 8,7 e 6,5 Hz) 138,3 5,16 (m, 1H) 138,3 

23 5,02 (dd, J= 11,5 e 4,5 Hz) 129,3 5,33 (m, 1H) 129,3 

24   51,2   51,2 

25   36,1   36,2 

26 0,82 (d, J = 4,2 Hz) 19 0,86 (d, 3H) 19,0 

27 0,92 (d, J = 6,4 Hz) 18,8 0,94 (d, 3H) 18,8 

28   25,4   25,4 

29 1,02 (t, J = 3,3 Hz) 12 1,04 (t, 3H) 12,0 

 

Fonte: O Autor
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Tabela 11 - Dados de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) e 13C (CDCl3, 125 MHz) da substância (IV) em 
comparação com os dados de RMN de 1H (CDCl3, 600 MHz) e 13C (CDCl3, 150 MHz) 

  Substância (IV) Okoro et al., 2017 

H/C δH (ppm), J (Hz) δC (ppm) δH (ppm) δC (ppm) 

1   37,3   37,3 

2   31,7   31,7 

3 3,52 (tdd, J = 11,0; 4,2 e 3,8 Hz) 71,8 3,54 (tdd, 1H) 71,8 

4   42,3   42,2 

5   140,8   141,0 

6 5,35 (d, J = 3,8 Hz) 121,7 5,36 (m,1H) 121,7 

7   31,9   31,9 

8   29,7   31,0 

9   50,2   50,1 

10   36,5   36,5 

11   24,3   24,3 

12   39,8   39,8 

13   40,5   40,5 

14   56,8   56,8 

15   23,1   23,1 

16   28,9   28,9 

17   56,1   56,0 

18 1,25 (d, J= 10,75 Hz) 12,1 1,27 (d, 3H) 12,1 

19 0,69 (d, J = 9,0 Hz) 19,4 0,71 (d, 3H) 19,4 

20   39,7   39,7 

21 1,17 (d, J = 9,3 Hz) 21,1 1,17 (d, 3H) 21,1 

22  138,3  138,3 

23  129,3  129,3 

24   -   - 

25   36,1   36,2 

26 0,82 (d, J = 4,2 Hz) 19 0,86 (d, 3H) 19,0 

27 0,92 (d, J = 6,4 Hz) 18,8 0,94 (d, 3H) 18,8 

28   25,4   25,4 

29 1,02 (t, J = 3,3 Hz) 12 1,04 (t, 3H) 12,0 

 

Fonte: O Autor
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Figura 28 - Espectro 1H-RMN (500 MHz) (CDCl3,) da substância (II, III e IV) 
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Fonte: O autor 
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Figura 29 - Espectro de RMN de 13C das substâncias (II), (III) e (IV) em (CDCl3, 125 MHz) 
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Fonte: O Autor 
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Figura 30 - Ampliação do espectro de correlação heteronoclear (1H - 13C), HSQB, das substâncias II, III e IV (500 MHz, CDCl3) 
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Fonte: O Autor
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5.2.4 Identificação do flavonoide 

5.2.4.1 Identificação da substância (V) 

A substância (V) foi isolada da fração metanólica das folhas, que apresentou 

uma característica cristalina. Esta substância foi identificada através da análise de 

experimentos de RMN de ¹H (Figura 31), incluindo experimentos 2D como HSQC 

(Figura 31), revelou sinais característicos de flavonóis, incluindo dois dupletos no 

sistema orto aromático do anel B (δH 6,89 e 8,10 ppm), além de dupletos no anel A 

em (δH 6,23 e 6,43 ppm). Já no HSQC, observou-se o padrão de deslocamentos 

químicos e acoplamentos característico de dois açúcares: glicose e ramnose, 

conectados ao aglicona (flavonoide). Os sinais geminais observados em δH 3,64 ppm 

e δH 3,77 ppm (H-6″) apresentaram acoplamentos duplos coerentes com literatura (J 

= 9,0 e 5,5–6,0 Hz), e mostraram correlação com carbono a δC 68,1 ppm, confirmando 

a presença da unidade glicose descritos na (Tabela 10) (Cardoso et. al., 2005). 

A presença do sinal anomérico em δH 4,47 (d, J = 7,7 Hz) é característica de 

um próton H-1′′ de glicose com configuração β, enquanto o sinal em δH 4,51 ppm (d, 

J = 1,2 Hz) confirma o H-1′′′ da rhamnose com configuração α, de acordo com os 

padrões clássicos descritos por Agrawal (1989). 

A presença de um metil (CH₃) em δH 1,18 (d, J = 6,3 Hz), associado ao sinal de 

carbono em δC 16,5 ppm, é característica diagnóstica da rhamnose, reforçando sua 

identificação. Destaque para a correlação entre o H-1′′ da glicose e o C-6′′′ da 

rhamnose (δ 68,5 ppm), estabelecendo a ligação glicosídica do tipo (1→6) entre os 

dois monossacarídeos. Tais características são consistentes com os dados 

reportados para a nicotiflorina (kaempferol-3-O-rutinosídeo) isolado de Anchusa itálica 

(Osw e Hussain, 2020).
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Tabela 12 - Dados de RMN de 1H (CD3OD, 500 MHz) e 13C (CD3OD, 125 MHz) da substância (V) em comparação com os dados de RMN de 1H (CD3OD, 
500 MHz) e 13C (CD3OD, 125 MHz) e em DMSO- d6 

H/C 

Substância (V) Osw; Hussain, 2020 Cardoso et. al., 2005 

δH(ppm), J (Hz) 
δC 

(ppm) 
δH(ppm), J (Hz) 

δC 
(ppm) 

δH(ppm), J (Hz) δC (ppm) 

2   157,4   156,4   157,1 

3   134,2   133,1   134,2 

4   178,1   177,3   179 

5   160,2   161,1   161,5 

6 6,23 (d, J= 2,2) 98,2 6,20 (d, J= 1,8) 98,6 6,13 (S) 98,5 

7   160   164   164,6 

8 6,43 (d, J= 2,0) 93,1 6,40 (d, J= 1,8) 93,6 6,31 (S) 93,4 

9   160   156,8   158,2 

10   100,2   103,9   105,9 

1'   121,3   120,8   126,3 

2'/6' 8,10 (d, J= 8,9) 130,7 8,00 (d, J= 8,8) 130,8 8,08 (d, J= 8,9) 130,9 

3'/5' 6,89 (d, J= 8,9) 114,5 6,88 (d, J= 8,8) 115 6,88 (d, J= 8,9) 114,6 

4'   159,9   159,8   160,9 

              

1'' 5,04 (d, J= 7,8) 103,5 5,30 (d, J= 7,3) 101,3 5,12 (d, J= 7,7) 103,1 

2'' 3,00 - 4,00 (m) 72,1 3,16 (m) 74,1 3,00 - 4,00 (m) 74,3 

3'' 3,00 - 4,00 (m) 70,6 3,21 (m) 76,3 3,00 - 4,00 (m) 76,6 

4'' 3,00 - 4,00 (m) 69 3,05 (m) 69,9 3,00 - 4,00 (m) 70,1 
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5'' 3,00 - 4,00 (m) 73,7 3,24 (m) 75,7 3,00 - 4,00 (m) 75,7 

6'' 
3,64 (dd, J= 9,0 e 5,5) e 
3,77 (dd, J= 9,0 e 6,0) 

68,1 
3,70 (dd, J= 10,0) e 
 3,30 (dd, J= 10,0) 

66,8 
3,64 (dd, J= 9,0 e 5,5) e 
3,79 (dd, J= 9,0 e 6,0) 

67,1 

              

1''' 4,51 (d, J= 1,2) 100,2 4,37 (S) 100,7 4,40 (S) 100,9 

2''' 3,00 - 4,00 (m) 70,1 3,24 (m) 70,3 3,00 - 4,00 (m) 70,8 

3''' 3,00 - 4,00 (m) 71,6 3,68 (m) 70,5 3,00 - 4,00 (m) 70,6 

4''' 3,00 - 4,00 (m) 72,5 3,10 (m) 71,7 3,00 - 4,00 (m) 72,4 

5''' 3,00 - 4,00 (m) 68,5 3,68 (m) 68,1 3,00 - 4,00 (m) 68,6 

6''' 1,18 (d, J= 6,3) 16,5 0,98 (d, J= 6,1) 17,6 1,17 (d, J= 6,2) 16,4 

Fonte: O Autor 
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Figura 31 - Espectro de 1H-RMN (500 MHz) em (CD3OD) 
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Fonte: O Autor 
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Figura 32 - Espectro de correlação heteronoclear (1H - 13C), HSQB, da substância (V) (500 MHz, CD3OD) 
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5.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

5.3.1 Avaliação da atividade antibacteriana 

Para Hertz et al., (2002) os extratos que apresentam CMI inferior a 100 µg.mL-

1 atividade antibacteriana é considerada boa, de 100 a 500 µg.mL-1 a atividade 

antibacteriana é moderada,  de 500 a 1000 µg.mL-1 a atividade antibacteriana é fraca, 

mais de 1000 µg.mL-1 o extrato pode ser considerado inativo. 

 

Tabela 13 - Resultado do ensaio de atividade microbiana frente aos extratos de Aeschynomene 
americana em µg.mL-1 

Amostras 
Staphylococcus aureus Escherichia coli 

CMI CMB CMI CMB 

AAFE >1000 >1000 >1000 >1000 

AAFE-H >1000 >1000 >1000 >1000 

AAFE-A >1000 >1000 >1000 >1000 

AAFE-M >1000 >1000 >1000 >1000 

Legenda: AAFE: Aeschynomene Americana Folha Etanol; AAFE-H: Aeschynomene Americana Folha 
Etanol Hexano; AAFE-A: Aeschynomene Americana Folha Etanol Acetato de etila; AAFE-M: 
Aeschynomene Americana Folha Etanol Metanol; CMI: Concentração mínima inibitória (µg.mL-1); CMB: 
Concentração mínima bacteriostática (µg.mL-1).  

Fonte: O Autor 

 

Segundo Pinto et al. (2003), a atividade antibacteriana de extratos vegetais é 

avaliada pela determinação da menor quantidade de substância necessária para inibir 

o crescimento de microrganismos, conhecida como Concentração Mínima Inibitória 

(CMI). Este parâmetro é crucial para identificar o potencial antimicrobiano de 

compostos naturais. O extrato e as frações testadas não possuem valores de CMI 

dentro da faixa de concentração e para as cepas testados,  

A determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI) de extratos vegetais 

envolve várias considerações importantes. Entre os métodos utilizados, destaca-se a 

microdiluição em caldo, que possui suas vantagens e limitações. Além dos aspectos 
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metodológicos, é fundamental considerar as implicações toxicológicas dos extratos 

vegetais. 

A preocupação com os aspectos toxicológicos e microbiológicos dos compostos 

naturais ou suas combinações é crucial na determinação da CMI. Esses fatores 

explicam, em parte, a inatividade observada em alguns extratos. Comparando com os 

resultados das espécies estudadas do gênero, apresentaram atividade moderada ou 

fraca contra bactérias. Por exemplo: Aeschynomene indica que apresentou atividade 

antibacteriana moderada contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli assim 

como Aeschynomene sensitiva que apresentou atividade antimicrobiana, porém em 

concentrações mais altas nos extratos testados. 

5.3.2 Avaliação da atividade citotóxica 

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico das 

amostras testadas, como SA: sem atividade; BA: baixa atividade (inibição do 

crescimento celular variando de 1 a 50%); AM: atividade moderada (inibição do 

crescimento celular variando de 50,1 a 75%); AA: alta atividade (inibição do 

crescimento celular superior a 75%), escala relatada na literatura por Almeida et al., 

(2014) e Comitê Técnico ISO / TC 194 (2009). 

 Na análise de concentração única, as amostras AAFE, AAFE-H apresentaram 

alta atividade em todas as linhagens testadas. AAFE-M apresentou alta atividade 

apenas frente a linhagem leucêmica (HL60), AAFE-A apresentou alta inibição frente 

HCT-116 e HL60 e atividade moderada frente PC3 e SNB-19. As Os dados detalhados 

da atividade citotóxica das amostras testadas estão representados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Média do percentual de inibição do crescimento celular (IC%) com Desvio Padrão (DP) 
das amostras na concentração única de 100 μg.mL-1 para extratos e 50 100 μg.mL-1 para frações 

Inibição do crescimento - IC% 

AMOSTRA 

PC-3 SNB-19 HCT-116 HL60 

IC% 

(MÉDIA) 
DP 

IC% 

(MÉDIA) 
DP 

IC% 

(MÉDIA) 
DP 

IC% 

(MÉDIA) 
DP 

AAFE 85,93 0,98 78,57 1,43 79,52 0,58 93,20 1,49 

AAFE-A 70,53 5,71 74,08 0,98 78,87 0,12 84,80 5,42 

AAFE-H 74,94 3,44 75,51 3,50 79,35 0,60 83,60 1,00 

AAFE-M 59,33 5,63 27,62 3,54 1,54 2,67 75,16 0,61 

Fonte: O Autor 

 

Diante da análise dos dados de concentração máxima de teste, com amostras 

apresentando inibição do crescimento celular em pelo menos duas linhagens 

tumorais, realizou-se o teste de Concentração Inibitória Média (CI50). A fração AAFE-

A apresentou os melhores resultados de inibição, com os menores valores de CI50. 

Para a linhagem PC3, o valor de CI50. foi de 7,95 μg.mL-1 (IC: 6,39 - 9,89), indicando 

alta atividade citotóxica. Na linhagem HCT-116, a concentração inibitória média foi de 

13,26 μg.mL-1 (IC: 11,62 - 15,24). Já para a linhagem leucêmica HL60, o CI50. foi de 

4,54 μg.mL-1 (IC: 3,38 - 6,10), demonstrando a maior citotoxicidade entre todas as 

amostras para essa linhagem.  

A fração AAFE também mostrou boa resposta na linhagem SNB-19, com um 

CI50. de 9,29 μg.mL-1 (IC: 6,45 - 13,40), sendo o menor valor para essa linhagem. 

Portanto, a fração AAFE-A apresentou os menores valores de CI50. na maioria das 

linhagens, com exceção da linhagem SNB-19, onde a fração AAFE obteve melhor 

desempenho. 
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Tabela 15 - Concentração Inibitória Média (CI50) com intervalo de confiança (IC) das amostras com 

concentração 50 e 100 μg.mL-1. 

CI50 μg/mL 
Intervalo de confiança 

Amostras PC3 HCT-116 SNB-19 HL60 L929 

AAFE 
17,78 

12,58 - 25,11 
28,68 

19,12 - 40,49 
9,29 

6,45 - 13,40 
26,85 

18,05 - 40,40 
33,90 

26,90 - 40,33 

AAFE-A 
7,95 

6,39 - 9,89 
13,26 

11,62 - 15,24 >50 4,54 
3,38 - 6,10 

23,94 
19,59 - 30,45 

AAFE-H 
25,97 

17,85 - 42,42 
31,07 

24,16 - 39,90 >50 14,19 
10,19 - 18,55 

29,37 
21,22 - 44,20 

AAFE-M 
36,07 

27,56 - 51,61 
48,10 

38,20 - 79,97 >50 33,85 
26,34 - 41,41 

28,70 
24,71 - 33,18 

Fonte: O Autor 

 

A análise do índice de seletividade (IS) das amostras, com base nos valores de 

CI50 nas linhagens tumorais e na linhagem não tumoral L929, é essencial para avaliar 

o potencial desses extratos para futuros testes pré-clínicos e/ou clínicos. O cálculo 

desse índice corresponde à divisão entre o valor de CI50 de cada composto-teste na 

linhagem de células não tumorais (L929) e o valor de CI50 do mesmo composto na 

linhagem de células tumorais (IS = CI50 L929 / CI50 células tumorais). Conforme 

Suffness e Pezzuto (1991), um IS é considerado significativo quando é maior ou igual 

a 2,0, indicando uma maior seletividade para células tumorais em relação às normais.  

A amostra AAFE apresentou seletividade significativa apenas para a linhagem 

SNB- 19, com um IS de 3,65, o que indica uma boa seletividade para essa linhagem 

de células tumorais. A amostra AAFE-A mostrou boa seletividade para PC3 e HL60, 

com IS de 3,01 e 5,27, respectivamente, demonstrando potencial citotóxico para essas 

linhagens tumorais. A amostra AAFE-H apresentou seletividade apenas para a 

linhagem HL60, com um IS de 2,07, indicando que essa amostra é mais ativa contra 

células tumorais leucêmicas. A amostra AAFE-M não apresentou seletividade 

significativa para nenhuma das linhagens testadas (Tabela 15).
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Tabela 16 - Valores Índice de seletividade IC50 (células não tumorais) /IC50(célula tumoral) 

AMOSTRA 

IC50 μg.mL-1 
Intervalo de confiança 

PC-3 HCT-116 SNB-19 HL60 

AAFE 1,92 1,18 3,65 1,26 

AAFE-A 3,01 1,81 - 5,27 

AAFE-H 1,13 0,95 - 2,07 

AAFE-M 0,80 0,60 - 0,85 

Fonte: O Autor 

Os dados indicam que as amostras AAFE-A e AAFE possuem maior potencial 

citotóxico em comparação com as demais, sendo mais promissoras para o 

desenvolvimento de compostos com atividade anticancerígena, especialmente nas 

linhagens PC3, HL60 e SNB-19. Entre as amostras, AAFE-A foi a que apresentou 

melhor seletividade, com valores de IS elevados para PC3 (IS = 3,01) e HL60 (IS = 

5,27). AAFE também mostrou boa seletividade para SNB-19 (IS = 3,65). As demais 

amostras, como AAFE-H e AAFE-M, não demonstraram seletividade significativa, com 

valores de IS abaixo de 2 para a maioria das linhagens testadas. Comparando com 

os resultados obtidos em espécies do mesmo gênero, observou-se que as espécies 

Aeschynome indica, Aeschynomene sensitiva, asechynomene fasicularis e 

Aeschynomene elaphroxylon demonstraram atividade contra várias linhagens 

celulares cancerígenas em estudos preliminares incluindo potencial antitumoral.  

5.3.3 Ensaio de toxicidade com Artemia salina 

Todos os compostos testados, com exceção da fração de acetato de de etila 

AAFE-A (DL50 >1000 μg.mL-1), se mostraram tóxicos a náuplios de A. salina, ou seja, 

apresentaram valores menores que 1000 μg.mL-1. A  fração de metanol AAFE-M (DL50 

= 345 μg.mL-1) apresentou toxicidade moderada, conforme Dolabela (1997), enquanto 

a fração hexânica AAFE-H (DL50 = 706 μg.mL-1) e o extrato etanólico das folhas AAFE 

(DL50 = 974 μg.mL-1) apresentaram baixa toxicidade, sugerindo grande potencial de 

bioatividade destes compostos.
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Tabela 17 - Resultados obtidos no ensaio de toxicidade com Artemia salina 

Amostras DL50 (μg.mL-1) Toxicidade 

AAFE 974 Baixa 

AAFE-H 706 Baixa 

AAFE-A >1000 Não tóxico 

AAFE-M 345 Moderada 

Fonte: O Autor 

6 CONCLUSÕES 

O presente trabalho permitiu a realização de um estudo fitoquímico inédito para 

espécie Aeschynomene americana, pertencente à família Fabaceae, que a partir da 

obtenção de extratos, frações e com a avaliação preliminar de suas atividades 

antibacteriana, tóxica e citotóxica, foram isolados a feofitina A, da fração acetato de 

etila. Também foram identificados três fitoesteróis: β-sitosterol, Estigmasterol e 

campesterol, a partir da fração hexânica, e o flavonoide kaempferol-3-O-rutinosídeo, 

que por meio de análise espectroscópica e comparação com dados da literatura. 

Os ensaios antibacterianos revelaram que os extratos brutos e frações testadas 

não apresentaram atividade inibitória significativa frente às cepas de Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli nas concentrações avaliadas. Apesar disso, a presença de 

compostos com reconhecido potencial biológico, como os fitoesteróis e a feofitina A, 

justifica a continuidade das investigações. 

Sobretudo em relação à atividade citotóxica, os dados indicam que as amostras 

AAFE-A e AAFE possuem maior potencial citotóxico em comparação com as demais, 

sendo mais promissoras para o desenvolvimento de compostos com atividade 

anticancerígena, especialmente nas linhagens PC3, HL60 e SNB-19. Entre as 

amostras, AAFE-A foi a que apresentou melhor seletividade, com valores de IS 

elevados para PC3 (IS = 3,01) e HL60 (IS = 5,27). AAFE também mostrou boa 

seletividade para SNB-19 (IS = 3,65). As demais amostras, como AAFE-H e AAFE-M, 

não demonstraram seletividade significativa, com valores de IS abaixo de 2 para a 

maioria das linhagens testadas. 
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Contudo, os resultados de toxicidade frente a Artemia salina encontrados são 

promissores, em que o extrato etanólico e as frações de hexano e metanol 

apresentaram DL50 menor que 1000 μg.mL-1, sendo apenas a fração acetado de etila 

com valor de DL50 maior que 1000 μg.mL-1. Portando, este estudo amplia o 

conhecimento sobre os constituintes químicos da espécie A. americana e oferece 

subsídios importantes para futuras pesquisas que visem à valorização da 

biodiversidade do Cerrado e à prospecção de moléculas com potencial farmacológico, 

além dos compostos serem inéditos para o gênero Aeschynomene. 
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