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RESUMO

Folhas de Gossypium barbadense L. (Malvaceae), conhecido como algodoeiro, séo
utilizadas popularmente para o tratamento de corrimento vaginal. A principal
etiologia € a vaginose bacteriana (VB). VB é uma infeccdo complexa, na qual varias
bactérias anaerdbias estdo presentes, sendo a de maior incidéncia Gardnerella
vaginalis. VB causa o aumento do corrimento vaginal, lise de células epiteliais
vaginais, podendo causar parto prematuro (PPM), e outras complicacdes durante a
gravidez. O mecanismo de PPM néo esta totalmente elucidado, porém uma proposta
bem aceita € a de inflamacdo das membranas fetais. No presente trabalho
avaliaram-se as atividades de extratos brutos e fragbes semi-purificadas de folhas
de G. barbadense: 1) contra G. vaginalis, 2) citotoxica contra Artemia salina, 3) na
viabilidade celular de células saudaveis (3T3) e cancerosas (MCF7) e 4) anti-
inflamatodria no perfil de citocinas (IL-17, TNF-a e INF-y) e NO. Além disso, foi
realizado o perfil cromatografico dos extratos e fracbes semi-purificadas em CCD,
CLAE-DAD e CG-EM e o isolamento de um flavonoide que foi identificado utilizando-
se RMN !H, COSY e HSQC como sendo uma quercetina com substituicdo na
hidroxila do carbono 3. Os extratos e fracdes polares mostram-se ricos em
flavonoides, enquanto os apolares mostraram-se ricos em terpenoides e acidos
graxos saturados e insaturados. A fracdo diclorometanica (FDM) do extrato bruto
metandlico (EBM) apresentou substancias dos extratos polares e apolares. EBM e
FDM apresentaram atividade expressiva contra G. vaginalis, aparentemente devido
ao sinergismo entre flavonoides e substancias apolares. EBM e FDM néo
apresentaram citotoxicidade contra A. salina e, em conjunto com as fracdes
hexénica (FH), e em acetato de etila de EBM (FAE), apresentaram aumento da
viabilidade de 3T3 e o extrato bruto aquoso e FDM reduziram a de MCF7. O extrato
bruto hexanico (EBH) apresentou melhor atividade anti-inflamatéria. Os demais
extratos apresentaram menor atividade. Extratos e fracdes de folhas de G.
barbadense, principalmente EBM e FDM, apresentam potencial para futuros estudos

in vivo visando a confirmacgéo das atividades em sistemas biolégicos complexos.

Palavras-chave: Algodoeiro, Gardnerella vaginalis, Gossypium barbadense L.,

inflamacéo, leucorreia, Malvaceae.



ABSTRACT

Gossypium barbadense L. (Malvaceae) leaves, known as cotton, have been used for
vaginal discharge treatment. Bacterial vaginosis (BV) is the major etiology. BV is a
complex infection, involving a wide variety of anaerobes, being Gardnerella vaginailis
the most incident. BV increases the amount of vaginal discharge, causing epithelial
cells’ lysis, it can cause, also, preterm delivery (PTD) and other complications during
pregnancy, as well. PTD mechanism is not totally known, but the inflammation of fetal
membranes is one accepted theory. The present work evaluated 1) antimicrobial
against G. vaginalis, 2) cytotoxicity against Artemia salina, 3) cell viability of health
(3T3) and cancer (MCF7) cells and 4) anti-inflammatory evaluating cytokines (IL-17,
TNF-a e INF-y) and NO activities of crude extracts and semi-purified fractions of G.
barbadense leaves. Moreover, the chromatographic profile of crude extracts and
semi-purified fractions were evaluated by TLC, HPLC-DAD and GC-MS. A flavonoid
was isolated, being elucidated as a replaced quercetin, probably in hydroxyl group of
carbon 3, by NMR 'H, COSY and HSQC. Flavonoids were abundant in polar extracts
and fractions, and fatty acids and terpenoids were abundant in nonpolar ones. Polar
and nonpolar compounds were observed in dichloromethane fraction (DMF) of
methanol crude extract (MCE). MCE and DMF showed a expressive activity against
G. vaginalis and the synergism between flavonoids and nonpolar substances appear
to be crucial. MCE and DMF do not show cytotoxicity against A. salina, and with the
hexane fraction (HF) and ethyl acetate fraction (EAF) of MCE showed an increase in
cell viability of 3T3. Aqueous crude extract and DMF reduced the cell viability of
MCF7. A most promising anti-inflammatory activity was presented by hexanic crude
extract. Other crude extracts showed a less intense activity. G. barbadense leaves
extracts and semi-purified fractions, chiefly MCE and DMF, presented good potential
for future in vivo studies seeking the confirmation of these activities in complex

biological systems.

Keywords: cotton, Gardnerella vaginalis, Gossypium barbadense L., inflammation,

leucorrhea, Malvaceae.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica comum entre diversas
populacdes ao redor do mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
1998), 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento recorre as medicinas
tradicionais para atender suas necessidades béasicas de saude. Esta agéncia
também considera que o incentivo a utilizacdo de plantas medicinais na atencéo
primaria a saude tem aumentado a popularidade das plantas medicinais em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento.

No Brasil ndo é diferente. Como um exemplo do incentivo governamental a
fitoterapia, cita-se a Portaria n°® 971/2006 (BRASIL, 2006), a qual aprova a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude e o Decreto n° 5813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Além disso, novas legislacdes estdo sendo
publicadas, destacando- se a RDC n° 10, de 9 de marco de 2010, que dispde sobre
a notificacdo de drogas vegetais junto a ANVISA (BRASIL, 2010a) e a Portaria n°
886, de 20 de abril de 2010, que institui a Farméacia Viva no ambito do Sistema
Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2010b). No estado de Minas Gerais, foi aprovada a
Politica Estadual de Préticas Integrativas e Complementares, que segue as
diretrizes nacionais (MINAS GERAIS, 2009).

Dados preliminares anteriores obtidos em pesquisas etnofarmacolégicas
(ALVIM et al., 2008; CALIL et al., 2008; MACEDO et al., 2008; PIMENTA et al.,
2009; SANTO et al., 2008) indicam vasta utilizacdo de folhas do algodoeiro,
Gossypium barbadense L., para o tratamento de corrimento vaginal (leucorreia) por
usuarios da Estratégia Saude da Familia na Zona da Mata Mineira.

Segundo Nelson, A.C. e Kursar (1999), as indica¢des terapéuticas de
extratos de plantas sdo, na maioria dos casos, empiricas, e praticantes da fitoterapia
acreditam que o extrato total tem agdo melhor que a dose equivalente da substancia
isolada. Trabalhos recentes tém demonstrado a presenca de interacdo e
amplificagdo do efeito em diferentes extratos de plantas, assim como entre
substancias do mesmo extrato (BIAVATTI, 2009), este efeito também é descrito por
Wagner, H. e Wiesenauer (2006).
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Doengas que envolvem alteragdo no corrimento vaginal, principalmente a
vaginose bacteriana, sdo de etiologia muito complexa. Em doencas de etiologia
muito variavel, a terapia multialvo € mais efetiva e menos vulneravel a resisténcia
adaptativa, pois os sistemas biol6gicos apresentam maior dificuldade em compensar
a acao de duas ou mais substancias ao mesmo tempo. Como resultado, a terapia
focada em apenas um alvo tem se mostrado incapaz de combater eficientemente
quadros patolégicos complexos como as doencas infecciosas (KEITH;
ZIMMERMANN, 2004).

Neste ambito, a sele¢do etnofarmacoldgica de plantas para pesquisa e
desenvolvimento, baseada na alegacéo feita de um dado efeito terapéutico em seres
humanos, pode ser um valioso “atalho” para a descoberta de novos farmacos ou
substancias promissoras. Neste contexto, o uso tradicional pode ser encarado como
uma pré-triagem quanto a propriedade terapéutica (ELISABETSKY, 2003). Porém, a
OMS (1998) preconiza que para que as plantas medicinais possam ser usadas pela
populacdo com seguranca, suas atividades, composicao quimica e toxicidade devem
ser estudadas.

Dado o exposto, este trabalho se torna relevante pela contribuicdo para a
comprovacao da utilizacdo popular de G. barbadense contra o corrimento vaginal,
com enfoque em algumas atividades que participam desta doenca, tais como
atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis, viabilidade de células normais

e atividade anti-inflamatoria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécie em estudo, Gossypium barbadense L.

2.1.1. Descricao botanica e disperséo

Malvaceae Juss. € uma familia constituida de ervas, subarbustos, arbustos,
lianas e raramente arvores de pequeno porte, com cerca de 250 géneros e 4200
espécies, sendo que, no Brasil, ocorrem cerca de 80 géneros e 400 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2005).

Gossypium L., pertencente a Malvaceae, é conhecido popularmente pelas
espécies de algodoeiros. Atualmente sdo descritas 49 espécies, as quais estdo
distribuidas principalmente nos tropicos e subtrépicos, onde sdo encontradas em
regibes aridas ou semi-aridas. As duas espécies cultivadas mais importantes sédo
Gossypium hirsutum L. e Gossypium barbadense L. (ADAMS, K.L.; WENDEL, 2004;
FRYXELL, 1965). A espécie G. hirsutum, mais amplamente estudada, é originaria da
regido que compreende a Guatemala e o México, na América Central, e G.
barbadense entre o norte do Peru e o sul do Equador, sendo endémica na América
do Sul (BRUBAKER et al., 1999; STHEPHENS, 1967). No Brasil, esta espécie &
encontrada em quase todos os estados na forma domesticada, e na forma de cultivo
de fundos de quintais (BARROSO et al., 2005).

2.1.2 Utilizacao popular e importancia econdémica

Plantas pertencentes a familia Malvaceae sdo amplamente conhecidas por
suas propriedades medicinais. Em estudos etnofarmacolégicos realizados em
diferentes regibes do mundo, as espécies sao relatadas para o tratamento de
inflamacobes, feridas, depurativo do sangue, vitiligo, gonorreia, diarreia, doencgas

renais, bronquite, cdlica, gripe, inflamacdo uterina, dor, ansiedade, taquicardia,
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labirintite, mordida de cobra, pneumonia, hipertensao, Ulcera, conjuntivite, diurese,
febre, reumatismo, amigdalite, obesidade, menorragia, hemorragia uterina, fratura,
infertilidade feminina, leishmaniose, urina adstringente, anuria, entre outras (BIESKI
et al., 2012; BOURDYA; WALTERB, 1992; CARRIO; VALLES, 2012; KALAYOU et
al., 2012; NGUEGUIM et al., 2012; ODONNE et al., 2011; SHANG et al., 2012).

O género Gossypium L. é conhecido principalmente pelas fibras téxteis,
naturais. Sua utilizagcdo concentra-se na industria de fiagdo e tecelagem e na
indastria de alimentacdo animal, na forma de farelo, e humana, como 6leo, além de
amplo numero de produtos secundarios, apresentando grande importancia
socioeconémica, com uso principalmente das sementes (RIGON et al.,, 2008). As
plantas deste género sdo tdo importantes economicamente que estudo atual
conduzido por Paterson et al. (2012) demonstrou a heranca genética de espécies de
Gossipium e como esta heranca influencia na producao de fibras.

Séo plantas de grande utilizagdo popular para o tratamento de doencgas. G.
hirsutum apresenta indicacées das folhas para disenteria, hemorragia uterina,
cicatrizante; da raiz para perda de memdria, amenorreia, distirbios da menopausa,
impoténcia sexual; das flores e dos frutos verdes para micoses; do 6leo da semente
como purgativo, vermifugo, combate a piolhos, além de ser indicada para o atraso
da puberdade em veterinaria (DILSHAD et al., 2008; LORENZI; MATOS, 2008). G.
barbadense apresenta citacbes populares para depurativo do sangue, dor de
estdbmago, vitiligo, inflamacéo, gonorreia e leishmaniose, (BIESKI et al.,, 2012;
ODONNE et al., 2011), além de ser utilizada para corrimento vaginal (2008; ALVIM
et al., 2008; CALIL et al., 2008; MACEDO et al., 2008; PIMENTA et al., 2009;
SANTO et al.).

2.1.3. Composicao quimica

Das varias espécies de Gossypium ja foram isolados terpenoides fixos e
volateis, quinonas terpenoidicas, acidos graxos, flavonoides, taninos condensados e
oligossacarideos (BELL et al., 1975; BELL et al., 1978; BUCHS et al., 2012; CHUG;
MEHTA; DUA, 2012; ELZEN et al., 1985; HANNY, 1980; KHIDYROVA et al., 2002;
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KUMAMOTO et al., 1979; LANE; SCHUSTER, 1981; PAKUDINA; SADYKOV, 1967;
PAKUDINA; SADYKOQV, 1970; SMITH, 1967; STIPANOVIC et al., 2006; STRUCK;
KIRK, 1970; UZBEKOV et al., 2013; WAGNER, T.A. et al., 2012; ZHENG; MORT,
2008).

As substancias quercetina, campferol, quercimeritrina, isoquercitrina,
gossipitrina, gossipina e herbacitrina foram os primeiros flavonoides isolados para o
género (PAKUDINA; SADYKOV; DENLIEV, 1965). Essas substancias estéo
llustradas na Figura 1. Desde entdo, muitos outros flavonoides, que diferem
principalmente pelas glicosilacdes e metilagdes, foram isolados e caracterizados de
espécies de algodoeiros (FENG et al., 2013; PAKUDINA; SADYKOV, 1967;
PAKUDINA; SADYKOV, 1970; PAKUDINA; SADYKOV; DENLIEV, 1965; PARKS,
1965; SHAMURATOV et al., 2003; STRUCK; KIRK, 1970; WAAGE; HEDIN, 1984).
Geng et al. (2007) detectaram 58 flavondis derivados de quercetina ou campferol em

extrato hidroalcodlico de flores de G. herbaceum.

Quercetina: R1-0OH, R2-H,R3-H,R4-H
Quercimetrina: R1 - OH, R2 - H, R3 - Glicose, R4 - H
Isoquercetina: R1 - OH, R2 - Glicose, R3-H, R4 - H
Gossipitrina: R1 - OH, R2 - H, R3 - Glicose, R4 - OH
Gossipina: R1 - OH, R2 - H, R3 - H, R4 - O-Glicose
Campferol: R1: -H, R2-H,R3-H, R4 - H
Herbacitrina: R1 - H, R2 - H, R3 - Glicose, R4 - OH

Figura 1 — Primeiros flavonoides isolados do género Gossypium.

Karimdzhanov, Kuznetsova e Dzhataev (1997) isolaram derivados de
catequina e cianidina de cultura de células do calo de G. hirsutum e de diferentes
partes da planta de desenvolvimento normal e concluiram que os fendlicos diferem
qualitativa e quantitativamente nas formas in vitro e in vivo de cultivo.

Outro metabolito especial de grande importancia encontrado nos algodoeiros
€ o0 gossipol (Figura 2), um dimero de sesquiterpenos aromaticos que foi
caracterizado isolado primeiramente em 1886 por Longmore e caracterizado em
1899 por Marchlewski (GARDNER JR; HRON; VIX, 1976). Este terpenoide é um
pigmento amarelo de ocorréncia natural em espécies de Malvaceae, podendo ser

encontrado naturalmente nas sementes, folhas e raizes de plantas de Gossypium
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(ABOU-DONIA, 1976). Porém, segundo Bell et al. (1975) a quantidade desta
substancia pode ser muito pequena, tornando sua deteccao muito dificil.

Outros terpenoides provenientes da mesma rota biossintética do gossipol
foram descritos. Bell et al. (1975) e Dowd e Pelitire (2006) descreveram o 6-metoxi
gossipol e o 6,6’-dimetoxi gossipol, na casca do caule, raizes das plantulas e
sementes de G. hirsutum e G. barbadense (Figura 2). Os sesquiterpenos 6-
metoxidesoxihemigossipol (6MDH) e o 6-metoxihemigossipol (6MH) (Figura 2),
foram descritos por Wagner, T.A., et al. (2012) e Benedict, Liu e Stipanovic (2006).

(@)
OH = OH

HO
OO OO e ' HO ‘O
6-Metoxi He”z:_igg§5i90|

GOSSIpOI hem|9053|pol

6-Metoxi gossipol 6,6'-dimetoxi gossipol

Figura 2 — Estrutura quimica do gossipol e outros terpenoides provenientes da
mesma rota biossintética, encontrada no género Gossypium
(Malvaceae).

O dleo essencial de G. barbadense foi investigado por Essien, Aboaba e
Ogunwande (2011), onde foram identificados os terpenos tricicleno, acetato de
bornila, a-pineno, a-terpineno, isoledeno e B-pineno. N&o foi identificado nenhum
sesquiterpenoide oxigenado, sendo notada também a auséncia de a- e B-bisabolol,
oxido de bisaboleno, Oxido de cariofileno e o-copaeno, que sao marcadores

especificos de outras espécies de Gossypium.
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2.1.4. Atividades bioldgicas

Diversos trabalhos ja foram realizados com espécies de Gossypium,
variados orgdos, para verificar as suas atividades biologicas de diversas partes da
planta.

O extrato metandlico de sementes de G. barbadense apresentou boa
atividade antioxidante e ndo demonstrou atividade antifungica e citotdxica contra
células amnitticas humanas. Este estudo demostrou ainda, a atividade
antimicrobiana dos extratos aquoso, metandlico e diclorometanico das sementes
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus e Pseudomonas
aeruginosa (AL-FATIMI et al., 2007). A atividade antimicrobiana foi demosntrada
também utilizando 6leo fermentado de sementes de G. hirsutum contra patdogenos
entéricos (FALEGAN; DAVID, 2007). O extrato aquoso da farinha de sementes de G.
barbadense apresentou-se toxico, causando danos aos tecidos testicular, hepético,
renal e muscular (THOMAS et al.,, 1991). Porém, em estudo com objetivo de se
verificar a toxicidade de um fitoterapico a base de G. herbaceum, o extrato
hidroalcoodlico ndo mostrou toxicidade sistémica na dose terapéutica. Em doses mais
altes, o extrato apresentou alteracdes no ganho de peso, parametros bioquimicos e
hematol6gicos (MELLO et al., 2008).

Foi demonstrado por Sarr et al. (2010) e Mans et al. (2004) que o extrato
hidrometandlico de folhas de G. barbadense aumenta a contracdo do musculo liso
traqueal por ter acdo agonista a acetilcolina, ndo podendo ser usado como
espasmolitico. Hasrat, Pieters e Vlietinck (2004) demonstraram a atividade
hipotensora do dococto de folhas de G. barbadense, sugerindo que a atividade
também poderia estar relacionada com receptores colinérgicos e ndo com 0s
receptores histaminérgicos e adrenérgicos.

O extrato metandlico de folhas G. herbaceum apresentou atividade diurética
semelhante a da furosemida (NARASIMHA et al., 2008). Patil et al. (2008)
demonstraram que o0 extrato metanolico de G. arboreum apresentou atividade
antitlcera.

O trabalho realizado por Essien, Aboaba e Agunwande (2011) demostrou

gue o O6leo essencial de folhas de G. barbadense, rico em hidrocarbonetos e
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terpenoides oxigenados, apresenta atividade moderada contra Staphylococcus
aureus, Gardnerella sp. e Escherichia coli, e ndo € ativo contra Kleibsiella
aerogenes, Neisseria gonorrhoea, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.
Segundo Annan e Houghton (2008), o tratamento com extrato aquoso de folhas de
G. arboreum aumentou a proliferacdo de fibroblastos e demostrou atividade
antimicrobiana e antioxidante. Os autores sugerem que os flavonoides presentes no
extrato poderiam ser os responsaveis por efeitos que favorecem a cicatrizacao.

Choi et al. (1998) demostraram que o fracionamento do extrato metandlico
de bolas de algoddo imaturo de G. indicum apresentou atividade antiproliferativa
seletiva contra células tumorais (melanoma murino e células de leucemia), néo
apresentando atividade contra timdcitos. Os flavonoides aparentemente majoritarios,
catequina e (-)-epicatequina apresentaram atividade aproximadamente 10 vezes
menor quando testados isoladamente.

O gossipol funciona como defesa natural na planta, causando infertilidade
nos insetos que se alimentam de sua seiva e sementes, reduzindo assim a
proliferagcdo de seu predador. Badria et al. (2001) mostraram que o gossipol e
gossipolona apresentam atividade antifungica. Bell e Stipanovic (1977)
demonstraram que embora esteja presente nas glandulas lisigenas, o gossipol ndo é
o principal responsavel pela atividade antimicrobiana deste tecido. Além disto, dois
derivados do desoxigossipol, isolados por Piccinelli et al. (2008) de sementes de G.
hirsutum apresentaram atividade antiproliferativa contra células Jurkat T.

O (-)-gossipol é o unico isbmero que é significativamente toxico para
animais, e a propor¢cao de (+) ou (-)-gossipol ndo afeta a toxidez contra insetos
(STIPANOVIC et al., 2006; STIPANOVIC, PUCKHABER e BELL, 2006;
PUCKHABER et al., 2002). Dowd e Pelitire (2006) descreveram o 6-metoxi gossipol

e 0 6,6’-dimetoxi gossipol como substancias antimicrobianas.
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2.2. Leucorreia

7

A secrecdo vaginal é uma resposta fisiolégica do organismo feminino.
Quando nao existe processo patologico envolvido, a secrecdo vaginal apresenta-se
de cor clara ou branca, sendo composta de liquidos cervicais, podendo variar na
guantidade e no aspecto, dependendo do periodo do ciclo menstrual. No entanto,
quando algum processo infeccioso ou inflamatério encontra-se presente, as
caracteristicas da secrecdo modificam-se, caracterizando o corrimento vaginal
patolégico (BATES, 2003; MCCATHIE, 2006).

A leucorreia, também conhecida como corrimento vaginal, € uma das
preocupagdes mais frequentes entre as mulheres, principalmente, nas que estdo em
idade reprodutiva (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). Uma mulher adulta em
idade fértil produz cerca de 1 a 4 mL de secrec¢Bes vaginais por dia. Este corrimento
consiste de secrecdes de glandulas endocervicais, descamacédo de células vaginais,
bactérias (parte da microbiota vaginal residente), exsudato do plexo venoso
perivaginal e secre¢do das glandulas vulvares. Um fluxo constante drena as
secrecfes da vagina para o vestibulo, permitindo a externalizacdo dos componentes
desta secrecdo. Este processo € conhecido como corrimento vaginal classico ou
fisiologico (BOHBOT, 2008).

Muitas mulheres tem a percepcdo de que o corrimento vaginal € causado
por alguma forma de doenca. Embora seja um sintoma inespecifico e pouco
preditivo de doencas sexualmente transmissiveis (DST), as mulheres geralmente
assumem que qualquer diferenca na secrecdo vaginal € devido as DST
(MCCATHIE, 2006). No Brasil, esta alteracdo, € um dos principais motivos para a
procura do servico de saude em DST (BRASIL, 2008).

Um estudo, conduzido em Fortaleza/CE, analisou 5148 formularios de
registro medico de pacientes que apresentavam sintomas de doenca genital
atendidos no servigco de atencéo primaria a saude entre 1999 e 2008. Este trabalho
mostrou que a condi¢cdo de maior prevaléncia (44%) foi a presenca de corrimento
vaginal e/ou cervicite (CAVALCANTE et al., 2012).

Na Tabela 1 estdo descritos os principais motivos de alteracdo na secregao

vaginal. Além de descreverem o0s principais fatores associados a alteracdo do
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corrimento vaginal, McCathie (2006) e Ferracin e Oliveira, R.M.W. (2005) indicam
que o fator de maior incidéncia na alteracdo do corrimento vaginal é a vaginose

bacteriana, seguida da candidiase.

Tabela 1 — Principais fatores associados a alteragcédo do corrimento vaginal.

Infeccioso N&o infeccioso
Vaginose bacteriana (VB) Ectrépio cervical
Candidiase Palipo cervical
Chlamydia trachomatis* Retencao de contraceptivos
Neisseria gonorrhoeae* Alergia
Trichomonas vaginalis* latrogenia/Trauma
Herpes simplex cervical* Neoplasma
Verrugas cervicais* Fistula (retovaginal/vesicovaginal)
Sifilis primaria (vaginal/cancro cervical) Vaginite atrofica
P&s-operatorio/pds-aborto/ _

Gravidez

Infeccéo pélvica puerperal
Sindrome do choque toxico Condicdes dermatologicas

* - InfecgBes transmitidas sexualmente.

Fonte: Adaptado de McCathie (2006) e Ferracin e Oliveira, R.M.W. (2005).

2.2.1. Variacdes no corrimento vaginal por alteracdes fisioldgicas

As secrec¢fes vaginais estdo sujeitas a variacfes fisiolégicas como idade,
ciclo menstrual (aumentada no periodo pré-ovulatorio), gravidez, pos-parto, uso de
medicamentos (horménios, contraceptivos) e uso de excitantes sexuais. E
importante ressaltar que este tipo de leucorreia fisiologica pode, transitoriamente,
apresentar-se irritante ou com odores fortes (BOHBOT, 2008), no entanto nao
caracteriza uma doenca.

As primeiras secre¢des vaginais aparecem meses antes da menarca. Estes
primeiros fluidos sdo muito variaveis quantitativa e qualitativamente, dependendo do

periodo e de irregularidades hormonais. Ja durante a menopausa, sem 0 uso da
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terapia de reposicdo hormonal, observa-se um espessamento e diminuicdo da
secrecdo, causando desconforto. No entanto, a reposi¢cdo hormonal e/ou a adicéo de
estrogenioterapia vaginal suplementar podem reverter este quadro. A grande carga
hormonal da gravidez é acompanhada por grande quantidade de secrecao vaginal
(BOHBOT, 2008).

No periodo da ovulagdo, as secrecbes se tornam abundantes, como
resultado da secrecdo de muco para favorecer o transito dos espermatozoides até o
Utero. Na fase pré-menstrual, as secrecdes se tornam mais espessas, devido a
descamacdo significativa do epitélio vaginal. As secre¢des de pacientes que utilizam
contraceptivos hormonais variam dependendo do tipo de contracepcdo,
apresentando tendéncia a diminuicdo com o uso de progestina (BOHBOT, 2008).

A flutuacéo dos niveis de estrogénio podem causar altera¢des no corrimento
vaginal. A vaginite atréfica, caracterizada por uma inflamacédo relacionada com a
atrofia da mucosa vaginal esta associada a esta flutuacdo. Esta atrofia pode ocorrer
na menopausa, periodo pos-parto, amamentacao, durante radio ou quimioterapia ou
ainda em mulheres em tratamento antiestrogénico (BATES, 2003). Com a
diminuicdo do estrogénio, o epitélio vaginal torna-se fino e a lubrificagdo vaginal
diminui. Estas alteracbes levam a uma reducdo da microbiota de Ddbderlein
(lactobacilos) e um consequente aumento do pH, favorecendo a proliferacdo de
outras bactérias, levando assim a alteracdo da leucorreia (LEPARGNEUR,;
ROUSSEAU, 2002). O corrimento vaginal neste caso se apresenta delgado, aquoso,
malcheiroso, de cor amarelada e ocasionalmente podendo conter sangue (SOBEL,
1997).

O pH vaginal varia normalmente entre 4,0 e 4,5 em mulheres adultas em
idade fértil, aumentando para 4,5 a 5,0 apds a menopausa, se nao houver reposi¢ao
hormonal. A acidez das secrecfes vaginais € importante para limitar a proliferacéo
bacteriana (bacteriostase fisiologica) e a adesdo de bactérias as células epiteliais
vaginais, sendo importante para o controle de infec¢cdes vaginais. Os lactobacilos
Sao responsaveis por esta acao por liberarem acido latico, produzido por hidrdlise do
glicogénio contido nas células vaginais (BOHBOT, 2008).

Em uma mulher adulta em idade fértil sdo encontrados aproximadamente
108 a 10° microrganismos/mL de secrecdo vaginal, sendo cerca de 90% lactobacilos.

Os lactobacilos mais frequentemente encontrados na microbiota vaginal de mulheres
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sadias sdo Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus gasseri e
Lactobacillus iners (SRINIVASAN et al., 2012; VASQUEZ et al., 2002; VERHELST et
al.,, 2005), porém, em razdo das variacbes naturais, nem todas as mulheres
apresentam as mesmas bactérias em sua microbiota vaginal, podendo ser composta
por uma ou Varias espécies deste género além de outras bactérias (DEVILLARD et
al., 2004).

A funcdo dos lactobacilos na manutencdo da microbiota vaginal normal é
particularmente importante durante a gravidez, onde a ocorréncia de vaginose
bacteriana e/ou vaginite pode estar associada ao risco de parto prematuro ou aborto
(DONATI et al., 2010; DONDERS; BELLEN; ROZEBERGA, 2011), mesmo quando
assintomatico (LEITICH; KISS, 2007).

Os demais 10% que compdem a microbiota residente da vagina sao
representados por bactérias, sendo a maioria de anaerdbios. Podem ser citados
como exemplo Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus
epidermidis, Escherichia spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Mycoplasma hominis,
Ureaplasma spp., Atopobium vaginae, Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp.,
Clostridium spp., Bifidobacterium spp., Propionibacterium spp., Eubacterium spp.,
Bacteroides spp., Prevotella spp., G. vaginalis, dentre outros. Leveduras como
Candida albicans, também estdo presentes, compondo uma pequena parcela da
microbiota vaginal (PRIESTLY et al., 1997; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008). O
equilibrio entre estes microrganismos e os lactobacilos (naturalmente aciddfilos) é
fornecido pelo pH vaginal. Muitos fatores enddgenos, como deficiéncia de
estrogénio, e exdgenos, como duchas vaginais, excesso ou falta de higiene e uso de
antibiéticos, podem alterar este equilibrio, criando condi¢bes favoraveis para o
surgimento de infec¢cdes (BOHBOT, 2008).

2.2.2. Infeccdes

A vagina, do ponto de vista ecoldgico, pode ser considerada um sitio
anatbmico complexo, onde mais de 50 espécies de microrganismos ja foram

isoladas e vivem em harmonia, e por isso sdo consideradas comensais, mas que
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podem, em situacdes de desequilibrio, tornarem-se patogénicas (GIRALDO et al.,
2005; LIVENGOOD, 2009). Segundo Bohbot (2008), a maioria das leucorreias
patolégicas é encontrada nesta categoria, sendo causadas tanto por bactérias
quanto por fungos. Estas infec¢des estdo relacionadas a mudangas imunoldgicas ou
na microbiota vaginal.

Baksu et al. (2005) e McCathie (2006) indicam que a segunda maior causa
de corrimento vaginal patologico é a infec¢do por Candida albicans. Estudos indicam
este patdbgeno como principal agente responsavel pela candidiase vulvovaginal
(CVV) em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (DE VOS et al.,, 2005;
FERRAZZA et al., 2005).

A CVV é uma infeccdo comum causada por espécies de Candida,
principalmente C. albicans (FLEURY, 1981; SOBEL, 1985). Esta espécie pode ser
encontrada em cerca de 90% das mulheres (NYIRJESY, 2008; SOBEL, 2007).
Devido a propensdo de colonizacdo por C. albicans, até 30% das mulheres
desenvolvem CVV como complicacdo do tratamento de VB (FERRIS et al., 1995),
sendo que a incidéncia desta afeccdo tem aumentando consideravelmente nas
tltimas décadas (DAN; POCH; LEVIN, 2002). Esta condicdo € caracterizada por
eroséo do colo uterino e inflamacdo (RIVERO; CENTENO; DIAZ, 2003) devido a
invasado do epitélio por pseudohifas (ZIARRUSTA, 2002).

Um estudo conduzido por Khan et al. (2009) demonstrou que o maior fator
causador de corrimento é a VB causada por G. vaginalis, com incidéncia de 28%,
seguida de Streptococcus grupo B (5%) e Trichomonas vaginalis (4%). Outro estudo
demonstrou que G. vaginalis é o microrganismo mais frequente (26,6% dos casos)
envolvido com os sintomas encontrados em mulheres férteis (CASARI et al., 2010).
Lefevre et al. (1983) relataram que G. vaginalis era o Unico agente etiologico
encontrado significativamente maior em mulheres com vaginose, na época ainda
chamada de vaginite inespecifica, do que em mulheres saudaveis, ndo significando
porém que € o Unico microrganismo responsavel por esta enfermidade.

Gardnerella vaginalis € um cocobacilo Gram variavel e anaerdbio facultativo
gue faz parte da microbiota vaginal residente em humanos (CHATTOPADHYAY,
1984; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008). Foi originalmente descrito em 1955 por
Gardner e Dukes, como um microrganismo causador de infeccédo, previamente

classificado como vaginite n&o-especifica, sendo detectado em pacientes
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sintométicos. O interesse cientifico pelo seu estudo se relaciona ao fato desta
bactéria ser identificada na quase totalidade das mulheres com vaginose bacteriana,
exercendo papel importante na sua patogénese (CASTELLANO-FILHO; DINIZ;
SILVA, 2010; LIVENGOOD, 2009; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

Segundo Fredricks et al. (2007), G. vaginalis sozinha nem sempre € capaz
de desenvolver um quadro de vaginose bacteriana. Com o avanco das ferramentas
moleculares, Oakley et al. (2008) confirmaram que G. vaginalis ndo é a Unica
responsavel pela VB, sendo esta patologia associada a uma quantidade e
diversidade maior de anaerobios. Hoje sabe-se que a vagina é, indiscutivelmente,
colonizada por diversas bactérias anaerobias durante a VB, mas ha décadas vem
sendo discutido se os sintomas sdo consequéncia da acao de todas as bactérias ou
se existe uma espécie principal que da origem a desordem (PATTERSON et al.,
2010).

Segundo Srinivasan et al. (2012), mulheres com vaginose bacteriana
apresentam a microbiota muita complexa, com maior variedade de espécies, quando
comparadas com mulheres sadias. Neste estudo foram encontrados 47 taxon
presentes em mulheres com vaginose bacteriana. Deste total, 24 foram
considerados mais significativos, sendo estes: BVAB-1, BVAB-2, Prevotella spp.,
Sneathia sanguinegens, Leptotrichia amnionii, Megasphaera spp., Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginae, Aerococcus christensenii, Dialister micraerophilus,
Prevotella timonensis, entre outras. BVAB sdo descritas como novas bactérias da
ordem Clostridiales que apresentam alta especificidade para vaginose bacteriana.
Este estudo mostrou ainda que G. vaginalis estava presente em 97,4% dos casos de
vaginose bacteriana.

Criswell et al. (1969) demonstraram que, embora G. vaginalis ndo cause
vaginose bacteriana isoladamente, geralmente sdo as bactérias que iniciam o
processo de infec¢do, sugerindo que estes cocobacilos podem ter maior potencial de
patogenicidade em condicdes que promovam a expressdo de seus fatores de
viruléncia.

Estudos associam fatores de viruléncia desta bactéria a sua patogenicidade,
como no trabalho realizado por Swidsinski et al. (2005), no qual a capacidade de
formacdo de biofiime que adere ao epitélio vaginal das mulheres com VB foi

mostrada. Este biofilme incorpora diferentes bactérias em suas camadas,
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favorecendo a colonizacdo dos demais anaerobios. G. vaginalis produz a toxina
vaginolisina, a qual é da familia de toxinas formadoras de poros dependentes de
colesterol, que lisam os eritrocitos do sangue humano e as células do epitélio vaginal
(GELBER et al., 2008). Patterson et al. (2010) demonstraram que apés a aderéncia,
G. vaginalis causa lise das células epiteliais vaginais apresentando o alto nivel de
citotoxicidade, sendo que nenhum dos demais anaerobios testados causaram danos
as ceélulas, como mostrado na Figura 3. Segundo Knupp (2013), o gene responsavel
pela vaginolisina esté presente na maioria das cepas desta bactéria abordadas em
seu estudo. Segundo Moncla e Pryke (2009), agumas cepas desta bactéria
produzem enzimas chamadas lipases. A producdo de lipases extracelulares
aumenta a habilidade de certos microrganismos de colonizar as superficies do
hospedeiro (GATTO et al., 2002).

Figura 3 — Fotomicrografias mostrando a citotoxicidade de diferentes bactérias
associadas a vaginose bacteriana em ceélulas do epitélio vaginal (ME-
180). Nota-se a presenca de células no controle com PBS e na co-
cultura com Atopobium vaginae e a auséncia de células na co-cultura
com Gardnerella vaginalis.

Fonte: Adaptado de Patterson et al. (2010).

Além dos inumeros fatores de viruléncia que contribuem para sua
patogénese, G. vaginalis ja foi identificada como agente etioldgico isolado de
doencas fora do sistema reprodutor feminino, como osteomielite vertebral e discite,
vasculite retinal, artrite aguda no quadril e bacteremia (GRAHAM et al., 2009;
LAGACE-WIENS et al., 2008; NERI et al., 2009; SIVADON-TARDY et al., 2009).
Alguns estudos destacam que a infeccdo por esta bactéria pode evoluir para
quadros mais graves, como doenca inflamatoria pélvica, neoplasia intraepitelial
cervical (MORRIS et al., 2001).
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Em pacientes de obstetricia, este patdgeno é reconhecido por causar
infecgbes incomuns, porém graves. G. vaginalis ja foi identificada como agente
etiologico em sepse puerperal, endometrite, aborto septicémico, infertilidade tubaria,
além de poder causar parto prematuro (AMAYA; AL-DOSSARY; DEMMLER, 2002;
AROUTCHEVA et al., 2001; MCCOOL; DEDONATO, 2012; MORRIS et al., 2001;
NELSON, D.B., et al.,, 2009; REID; BOCKING, 2003). Estas infeccdes séao
consideras oportunistas, espalhando-se da vagina para o Utero e trato geniturinario
como resultado do dano a mucosa durante o parto (AROUTCHEVA et al., 2001).
Wiesenfeld et al. (2002) demonstraram que, apesar de a vaginose bacteriana ser um
quadro nao inflamatério, ele pode aumentar o risco do surgimento da doenca
inflamatoria pélvica.

Os fatores de viruléncia citados, em conjunto com a facilidade que este
anaerébio facultativo apresenta em desenvolver outros quadros patolégicos,
sugerem que G. vaginalis € um fator chave na patogénese da VB (PATTERSON et
al., 2010).

Klomp et al. (2008) demonstraram a relacdo de G. vaginalis x Lactobacillus
sp. em casos de mulheres com VB e de mulheres sadias. Embora os autores
concluam que estudos com uma populacdo maior Sao necessarios, eles
demonstraram que mulheres doentes apresentaram aumento da populacdo de G.
vaginalis em detrimento da populacdo de Lactobacillus sp., sendo o inverso
encontrado em mulheres sadias.

O diagnéstico de vaginose bacteriana é simples e segue o critério
estabelecido por Amsel et al. (1983), que leva em consideracdo quatro condi¢des: a)
corrimento branco-acinzentado aderente, b) positivo no teste de sniff/whiff apos
adicdo de hidroxido de potassio 10%, c) pH vaginal acima de 4,5 e d) presenca de
clue cells em microscopia (Figura 4).
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Figura 4 — Micrografia de alta resolucao de clue cell, na qual se observa a perda dos
limites das células epiteliais vaginais devido a aderéncia dos cocobacilos
Fonte: Adaptada de Sobel, 2000.

2.2.2.1. Tratamento da vaginose bacteriana

O objetivo do tratamento da VB é restabelecer a microbiota vaginal e aliviar
a sintomatologia. Como medidas gerais, preconiza-se abstinéncia sexual e utilizacao
de duchas vaginais com peréxido de hidrogénio a 1,5 %. O tratamento farmacoldgico
de escolha consiste em metronidazol ou clindamicina, com op¢des de formulacdes
para uso oral ou topico (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). Porém, Knupp
(2013) demonstrou altos niveis de resisténcia bacteriana ao metronidazol e outros
nitroimidazéis, como o secnidazol o tinidazol. A clindamicina mostrou-se com boa
atividade contra G. vaginalis, com 6,9% de resisténcia.

Segundo Ferracin e Oliveira, R.M.W. (2005), o uso do metronidazol néo
deve ser associado ao consumo de alcool durante a terapia, e por trés dias apés a
suspensao do tratamento, para se evitar a possibilidade de efeito dissulfiram, que é
uma hipersensibilidade ao alcool com reagbes adversas como depressao
respiratéria, arritmias cardiacas e convulsdes. Além disso, a terapéutica sistémica
com metronidazol deve ser evitada no primeiro trimestre da gestacdo (BATES,
2003), no entanto, existindo indicagcdo, o metronidazol ou clindamicina podem ser
utilizados com sucesso. O creme de clindamicina, por ser uma forma farmacéutica
de base oleosa, pode comprometer a efetividade de preservativos e diafragmas
(CDC, 2002).
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Outros farmacos que podem ser utilizados no tratamento sdo ampicilina e
amoxicilina, sendo que estes apresentam taxas de cura de aproximadamente 66%,
sendo considerados de média eficacia (SOBEL, 2000). Knupp (2013), no entanto,
observou altos niveis de resisténcia e também resisténcia intermediaria a ampicilina.
Entretanto, ao se avaliar a associacdo do B-lactamico com inibidor de B-lactamase, o
sulbactam, a autora observou que todas as amostras de G. vaginalis avaliadas
foram sensiveis. Também né&o foi observada resisténcia contra o cloranfenicol.

Por se tratarem de farmacos de amplo espectro de acdo, a utilizacdo do
cloranfenicol, da amoxicilina e da ampicilina deve ser feita com muito critério, uma
vez que este tipo de farmaco ndo tem acdo seletiva e pode ajudar no
desenvolvimento e selecdo de resisténcia de outras bactérias além da que esta
sendo tratada.

Algumas das formas de tratamento mais tradicionais, como a utilizacéo de
cremes  triplo-sulfa  (sulfatiazol/sulfacetamida/sulfabenzamida), eritromicina,
tetraciclina, gel de &cido acético e duchas vaginais de iodopovidona tem se
mostrado ineficazes (SOBEL, 2000).

Segundo Aroutcheva et al. (2001), ndo existe um fendtipo ou gendtipo
especifico de G. vaginalis para vaginose. Segundo Knupp (2013), dada a origem
comunitaria da VB, ndo é possivel estabelecer relagfes baseada na tipagem por
susceptibilidade aos antimicrobianos entre amostras de G. vaginalis isoladas de
pacientes sintomaticas e assintomaticas.

O tratamento é efetivo em curto prazo, mas, segundo Larsson (1992), a VB
apresenta taxa de recorréncia de 20 a 30% em mulheres que fizeram tratamento de
um més. Bradshaw et al. (2006) demonstraram que apds o tratamento oral com
metronidazol, mulheres com VB causada apenas por G. vaginalis apresentaram
recorréncia do quadro de 38% e mulheres que possuiam Atopobium vaginale na
microbiota apresentaram 83% de recorréncia. Além disso, o estudo de Swidsinski et
al. (2008) demonstrou que o tratamento com metronidazol vem sendo falho em
eliminar o biofilme formado durante a VB, o0 que pode estar relacionado com a
recorréncia. O tratamento do parceiro sexual ndo tem mostrado beneficios nem
reducao das recorréncias (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005).

Em um estudo de revisdo de casos de VB, Dayan e Wines (2001) concluem

gue as recidivas desta doenca estdo pouco associadas a reinfeccao, podendo estar
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relacionadas a deficiéncias no sistema imunoldgico. Embora ndo haja consenso
sobre as causas da recorréncia, esta claro que ela ocorre com grande frequéncia.
Além disso, segundo Bradshaw et al. (2012), ha necessidade de novas formas de
tratamento tanto para VB quanto para sua recorréncia, a fim de aliviar os sintomas e
reduzir os efeitos adversos. Segundo Nagaraja (2008) um dos problemas do
tratamento atual de VB €& que, mesmo com microrganismos sensiveis e
antimicrobianos especificos, as taxas de cura e de recorréncia estdo longe de
estarem O6timas. Ao mesmo tempo, a grande resisténcia encontrada hoje nos
microrganismos causadores de corrimento vaginal associada aos fortes efeitos
colaterais da quimioterapia antimicrobiana justificam a busca de novas alternativas

para o tratamento desta condicao.

2.2.3. Inflamacéo e suas implicacdes no trato reprodutor feminino

Segundo Leitich et al. (2003), a vaginose bacteriana esta associada com
abortos tardios, ruptura de membrana e parto prematuro. O parto prematuro (PPM),
antes de 37 semanas de gestacéo, € a principal causa de morbidade e mortalidade
neonatal e estd associado a problemas mentais e debilidades fisicas a longo prazo
(GOLDENBERG et al., 2008; MOSTER,; LIE; MARKESTAD, 2008).

As vias que conduzem ao PPM sdo complexas e ndo foram totalmente
elucidadas. O sistema imunologico materno tem um papel importante durante a
gravidez no que diz respeito a tolerancia materna ao feto e a protecdo contra
infec¢cdes (WITKIN et al., 2011). Segundo estes autores, 0s processos imunoldgicos
também estdo envolvidos na manutencdo do crescimento, remodelagem e
diferenciacéo tecidual. Segundo Goldenberg et al. (2008), o processo inflamatério
esta envolvido, em uma ou mais vias no PPM.

Alguns autores demonstraram a associacdo entre PPM espontaneo com
corioamnionite histoldgica (inflamacdo das membranas fetais devido a infeccéo
bacteriana) e altos niveis de citocinas no soro, no liquido amniético e no muco
vaginal em humanos (GARGANO et al., 2008; PUCHNER et al., 2011; SIMHAN et
al., 2011). Grigsby et al. (2010) e Kemp et al. (2010) demonstraram, em modelos
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animais, que a inflamacéo coério-decidua leva a maturagdo do colo uterino, ruptura
das membranas e ao PPM. Além disso, Kemp et al. (2010) mostraram que a
expressao de citocinas, inclusive IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a, est4 associada ao PPM
através do regulacdo positiva de prostaglandinas, metaloproteinases de matriz e
outros fatores cérvico-uterinos. Estes dados sao reforcados pelo trabalho de Taylor
et al. (2013).

Estudos mais antigos demonstram que 0s niveis de citocinas,
prostaglandinas, endotoxinas, proteases, mucinases, sialidases e fosfolipases foram
encontradas nas secrecdes vaginais e cervicais associadas com a VB (GLASSON,;
WOODS, 1988; KAPATAIS-ZOUMBO; CHANDLER; BARILE, 1985; MCGREGOR et
al., 1992; MCGREGOR et al., 1994; PLATZ-CHRISTENSEN; BRANDBERG;
WIGVIST, 1992; PLATZ-CHRISTENSEN et al. 1993; WATTS et al., 1990). Estudos
atuais como o de Weissenbacher et al. (2010) e Taylor et al. (2013) demonstram
que, aparentemente, o quadro de VB nédo esta fortemente associado ao aumento da
concentracdo de citocinas nas secrecdes vaginais. O fato € que a natureza da
resposta imune a VB ainda € pouco elucidada e deve ser encarada com cuidado,
uma vez que os pacientes ndo sao diferenciados pelos tipos de bactérias presentes
e por suas capacidades imunolégicas (WEISSENBACHER et al., 2010).

O que se sabe hoje é que embora a VB nao seja um fator predisponente
para a doenca inflamatoéria pélvica (NESS et al., 2004), sua presenca esta muitas
vezes associada a esta doenca, mesmo quando assintomatica (HAINER; GIBSON,
2011). Além disso, a presenca de vaginose bacteriana estd associada com o
aumento de aproximadamente trés vezes no risco de apresentar corioamnionite
histol6gica (SILVER et al., 1989) e de aproximadamente quatro vezes no risco de
apresentar endometrite pos-parto (WATTS et al., 1990). Como descrito, a inflamacéo
também pode estar presente em outros casos de corrimento vaginal patolégico
como cervicites, vaginites atroficas, vulvovaginites, candidiase vulvovaginal, dentre
outras (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005).

O processo inflamatério faz parte do complexo mecanismo de defesa
presente nos seres humanos. Este processo ocorre como uma resposta ao dano
celular, que pode ser causada por agentes fisicos (trauma, calor, radiacdo e frio),
guimicos (substancias causticas, alcalis, irritantes, entre outros) e bioldgicos

(microrganismos e reagfes imunolégica) e desencadeia um fenébmeno complexo,
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dindmico, multimediado que envolve, dentre outros processos, a liberacdo de
mediadores quimicos (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Os principais mediadores do processo inflamatério sdo: histamina e
serotonina (aminas vasoativas); prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas,
provenientes do metabolismo do acido araquidbnico; proteinas plasmaticas
provenientes do sistema complemento, das cininas e da coagulacdo; fator de
ativacdo de plaquetas, citocinas, oxido nitrico (NO), componentes lisossémico dos
leucdcitos e radicais livres de oxigénio (FRANCISCHETTI et al., 2010). Todos estes
mediadores e seus respectivos sistemas de producéo representam potenciais alvos
de farmacos anti-inflamatoérios, porém esta revisdo ira se ater as citocinas (IL-17,
IFN-y e TNF-a)) e ao NO, alvos deste estudo.

As citocinas sdo horménios proteicos responsaveis pela fase efetora da
imunidade, seja ela inata ou especifica. S&o produzidas por varios tipos celulares
como fagécitos mononucleares e linfocitos T. De um modo geral, as secretadas
pelos fagdcitos mononucleares provocam reacdes inflamatérias com grande niamero
de neutrofilos, na tentativa de impedir ou erradicar infeccbes microbianas. As
produzidas por linfécitos T agem principalmente regulando o crescimento e a
diferenciacdo de vérias populacées linfocitarias, ativando células inflamatérias como
fagocitos mononucleares, neutrofilos e eosindfilos. Ambas s@o capazes de produzir
as citocinas, chamadas de fatores estimulantes de colénia (FEC), os quais séo
responsaveis por estimular o crescimento e a diferenciacdo de leucocitos imaturos
na medula 6ssea, que irdo substituir as células consumidas durante a inflamacéo
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Apos se ligarem aos receptores na célula-alvo, as citocinas provocam a
transducdo dos sinais no interior da célula culminando na acéo desejada, como a
ativacdo e regulagédo da resposta imune celular (IFN-y) e humoral (IL-4 e IL-10), a
regulacdo da hematopoese (fatores de crescimento) e a diferenciacéo celular (IL-2,
IL-4 e IL-12), aléem da ativacdo do endotélio e de leucdcitos com geracdo da
resposta de fase aguda (GOMEZ-ESTRADA; GONZALEZ-RUIZ; MEDINA, 2011).

As citocinas da imunidade inata desempenham varias funcdes. O TNF-a, por
exemplo, € uma das principais citocinas envolvidas no recrutamento dos neutréfilos
e mondcitos para os locais da infecgdo. Esta citocina, juntamente com a IL-1,

guando secretada por macrofagos ou células T CD4*, agem nas células endoteliais
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dos pequenos vasos sanguineos adjacentes a infec¢do, estimulando o aumento da
producdo de selectinas e dos ligantes de integrinas pelas células endoteliais e a
liberacdo de quimiocinas. Este processo permite a migracdo de neutrofilos,
mondcitos e linfocitos T efetores para o local da infec¢do. Esta infiltracdo e uma
reacdo vascular concomitante, sdo tipicas da inflamacao (HAMAI et al., 2009).

A producdo excessiva de TNF-oporém, estda relacionada ao
desenvolvimento de diversas doencas. Um efeito patogénico direto desta citocina é
a inducao da producédo de outras citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-8 e FEC,
causando ampliagdo da cascata inflamatéria. Além disso, pode aumentar a
expressdo de COX-2, induzir metastases, depésito de fibrina, producdo de NO,
dentre outras funcdes. Estas disfun¢des, juntamente com infeccbes disseminadas,
graves, causadas por bactérias Gram-negativas podem levar ao choque séptico,
caracterizado por hipotenséo arterial, coagulacéo vascular disseminada e disturbios
metabdlicos. E sabido que sua producdo e ativacdo inapropriada também est&o
envolvidas com o desenvolvimento da artrite reumatoide, diabetes, Alzheimer,
tumorigénese, dentre outras doencas (LI et al., 2012).

O oxido nitrico (NO) é produzido quando os leucécitos sdo ativados por
estimulos inflamatérios, pois passam a produzir a enzima Oxido nitrico sintase
induzivel (iINOS), que passard a produzir NO por um mecanismo de producao
enzimatica envolvendo a participacdo do oxigénio molecular e da L-arginina. O NO
produzido terd acdo citotoxica e citostatica, afim de destruir microorganismos
parasitas e células tumorais (DUSSE et al., 2003) e, juntamente com as
prostaglandinas, causar vasodilatacdo, facilitando assim a migracdo leucocitaria
(HEBEDA, 2008; MONCADA; PALMER; HIGGS, 2004). A migracdo leucocitaria
ocorre pela expressao de moléculas de adesdo pelo endotélio previamente ativado
por TNF-a e IL-1 (CRUVINEL et al.,, 2010). O NO pode ainda reagir com outros
componentes celulares produzindo substancias com capacidade microbicida como o
peroxinitrito, o S-nitrosotiol e o dioxido de nitrogénio que sdo espécies altamente
oxidantes (GRACE, 1994; MITCHELL et al., 2006; YOSHIDA, 1996).

As células T auxiliares CD4* podem se diferenciar em subpopulacdes de
células efetoras que produzem grupos distintos de citocinas. As subpopula¢cdées mais
bem descritas s&o denominadas células Tul, T2 e THl7. A citocina mais importante
produzida pelas células Thl é o INF-y (KORN et al., 2009).
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Interferons s@o um grupo de citocinas pleiotropicas que desempenham
papéis importantes na comunicacgao celular durante a resposta imunoldgica inata e a
adquirida, na defesa contra infecgbes virais e bacterianas. O INF-y € um potente
ativador dos macrofagos e, por ser produzida também pelas células natural killer
(NK) é considerada uma citocina tanto da imunidade inata quanto da imunidade
adquirida. O INF-y tem como principal funcédo a ativacdo dos macréfagos e também
estimula a regulagéo positiva do MHC e ativam a INOS (ZAIDI; MERLINO, 2011). O
excesso de producdo de INF-y € perigoso por poder causar doencas autoimunes
(RODA et al., 2006). Foi reportado também que INF-y pode apresentar tanto
atividade citostatica e citotoxica quanto proliferativa, dependendo do contexto
(ZAIDI; MERLINO, 2011).

Segundo Korn et al. (2009), a citocina efetora IL-17 € produzida
principalmente por linfocitos Tul7, mas também €& encontrada na imunidade inata
nas células NK, nos neutréfilos e nos eosindéfilos. As células Tul7 constituem um
ramo adaptativo do sistema imunolégico, apresentando a funcdo de eliminar
patdgenos especificos que requerem um efeito inflamatério massivo e nao séo
adequadamente tratados pela imunidade TH1 e TH2.

Alguns patdgenos que podem dar inicio & resposta Thl7 sdo: o Gram-
positivo Propionibacterium acnes, os Gram-negativos Citrobacter rodentium,
Klebsiella pneumoniae, Bacteroides spp. e Borrelia spp., além de Mycobacterium
tuberculosis e os fungos Pneumocystis cariniie Candida albicans (KORN et al.,
2009). Segundo Acosta-Rodriguez et al. (2007), as células de meméria CD4*
produtoras de IL-17 contém uma grande fracdo de células reativas contra antigenos
fungicos, sugerindo que estas células sdo induzidas preferencialmente nas
respostas a infeccfes fungicas e apresentam um papel importante na organizacao
da resposta contra os fungos. Além disso, as células Thl7 sdo potente indutoras da
inflamacéo tecidual e vem sendo associada com a patogénese de algumas doencas
autoimunes humanas, tais como a esclerose multipla (BECHER; SEGAL, 2011;
LOVETT-RACKE; YANG; RACKE, 2011).

Como pode ser observado, a leucorreia patologica pode estar presente
devido a varias etiologias diferentes. Pode-se destacar dentre estas, a vaginose
bacteriana, que € um quadro infeccioso muito complexo que vem sendo estudado ha

décadas e ainda ndo se apresenta totalmente elucidado. Neste contexto, o presente
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trabalho visa auxiliar na comprovacdo da utilizacdo popular de folhas de G.
barbadense no tratamento da leucorreia abordando atividades biolégicas que

envolvem causas e consequéncias da VB.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar atividades biologicas in vitro relacionadas a leucorreia utilizando
extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. e respectivas fracdes semi-
purificadas bem como caracteriza-las quimicamente, visando contribuir para a

validacéo cientifica de seu uso popular.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar quimicamente por CLAE-DAD e CCD extratos brutos aquoso,
metandlico e hexanico e fracdes do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium
barbadense L..

Caracterizar quimicamente por CG-EM o extrato bruto hexanico e a fracéo
hexanica proveniente do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium
barbadense L..

Isolar, purificar e identificar substancias provenientes dos extratos e/ou
fracOes ativas.

Investigar a atividade antimicrobiana de extratos brutos aquoso, metandlico
e hexanico e fracbes do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium
barbadense L. contra Gardnerella vaginalis.

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos brutos aquoso, metandlico e
hexanico e fracées do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium barbadense
L..

Avaliar efeitos anti-inflamatérios dos extratos brutos aquoso, metandlico e
hexéanico de folhas de Gossypium barbadense L. e fracdes do extrato bruto

metanalico, na producdo de 6xido nitrico e citocinas IL-17, IFN-y e TNF-o.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Folhas de Gossypium barbadense L. (voucher CESJ 48612) foram coletadas
de um espécimen cultivado no horto medicinal da Faculdade de Farmacia (FF) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) em dois dias distintos. A primeira
coleta foi no dia 03 de setembro de 2008 as 9 horas da manha e a segunda foi no
dia 19 de dezembro de 2008 as 10h da manhd, sendo as folhas de ambas as coletas
misturadas. ApOs as coletas, as folhas foram levadas para o Laboratorio de
Fitoquimica/Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
mesma instituicdo, onde foram espalhadas sobre a bancada para secagem em
temperatura ambiente até atingirem peso constante. Depois de reunidas e secas, as

folhas atingiram o peso de 300 g.

4.2. Extratos e fragcbes semi-purificadas

As folhas secas foram divididas em duas aliquotas de 150 g. Uma aliquota
foi submetida a extracdo por infusdo com 3 L de agua destilada por 4 h. ApGs este
tempo, o sobrenadante foi filtrado em algodao e congelado em béqueres tampados
com papel de filtro a -80°C. O material congelado foi liofilizado na Embrapa Gado de
Leite, Unidade Juiz de Fora. O extrato bruto aquoso liofilizado foi mantido em freezer
a-18°C.

A outra aliquota foi submetida a extracdo por maceragao estatica sucessiva
com n-hexano (21 vezes), seguido de metanol (8 vezes) sempre na concentracao de
2 L de solvente para 150 g de planta. Os extratos obtidos tiveram os solventes
retirados com auxilio de evaporador rotativo, da marca Fisatom modelo 802, a 40°C
e pressao reduzida por bomba de vacuo da marca Tecnal. Os solventes utilizados

para extracdes foram da marca Vetec e grau PA.
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300 g de folhas secas de
Gossypium barbadense

150 g de folhas 150 g de folhas
Maceracéo|estatica Infusdo | Agua
n-Hexano Extrato bruto aguoso
Exirato bruto (EBH,0)
hexanico Torta
(EBH)
Metanol
Extrato bruto
metanolico

(EBM)

Particao .
liquido/liquido | Agu@
n-Hexano
(8x)

Fracao de Hexano Frac3o Aquosa |

(FH)
Farticao
liquido/liquido
Diclorometano
{4%)
Fracdo de
Diclorometano Fracdo Aguosa Il
(FDM)
Particdo
liquido/liquido
Acetato de etila
(4x)
Fracao de Acetato de Residuo aquoso

Etila (RA)
(FAE)

Figura 5 — Esquema de obtencdo de extratos e fracbes de folhas de Gossypium
barbadense L.

Uma aliquota de 5 g do extrato metandlico foi solubilizada em 600 mL de
agua destilada. Este volume foi dividido igualmente em trés funis de separagéo e
submetido a particédo liquido-liquido (v/v) com n-hexano (oito vezes), diclorometano
(quatro vezes) e acetato de etila (quatro vezes). Todos os processos de particao
foram realizados na proporcdo de 1:1 (agua : solvente orgéanico). As fracdes
organicas foram reduzidas em evaporador rotativo a 40°C e pressao de vacuo,

obtendo-se fragBes semi-purificadas hexéanica, diclorometénica e em acetato de
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etila, além de residuo aquoso, que foi liofilizado (liofilizador da marca Torroni modelo
Enterprise 1) no Laboratério de Fitoquimica/ICB. Os extratos e fracdes semi-

purificadas secos foram mantidos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz solar.

4.3. Perfil quimico dos extratos brutos e fracdes

4.3.1. Cromatografia de camada delgada (CCD)

As analises cromatograficas em camada delgada foram realizadas em
cromatoplacas da marca Alugram em gel de silica modelo SIL G/UV2s4 € com
solventes de grau PA da marca Vetec. EBM, EBH20, FAE e RA foram solubilizados
em metanol PA, EBH e FH foram solubilizados em n-hexano PA e FDM foi
solubilizada em diclorometano PA, todos na concentragdo de 10 mg/mL, sendo
aplicados 10 uL nas placas em forma de bandas de 0,5 cm.

O sistema de eluicdo para EBM, FH, FDM, FAE foi acetato de etila : metanol
: dgua (100:13,5:10), para EBM, EBH20 e RA, acetato de etila : acido acético glacial
: dgua (100:11:26) e para EBM, FDM, FH e EBH, tolueno : acetato de etila (93:7).
Todas as amostras foram analisadas em luz ultravioleta nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm antes da utilizacdo de reveladores quimicos. Os reveladores
quimicos utilizados foram cloreto férrico, NP/PEG e vanilina/acido sulfarico. Os

sistemas e reveladores foram utilizados segundo Wagner, H. e Bladt (2001).

4.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
fotodiodo (CLAE-DAD)

Uma aliquota de 5 mg dos extratos e fragbes semi-purificadas do extrato
bruto metandlico foram enviadas para analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) na Plataforma Analitica de Farmanguinhos, FIOCRUZ/RJ. Os
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perfis quimicos das amostras foram obtidos por CLAE-DAD, em equipamento
Shimadzu com 2 bombas LC-10AD, desgaseificador DGU-12A, injetor automatico
SIL-10AD, forno de colunas CTO-10A e detector por arranjo de diodos SPD-
M10AVP. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A. Aquisi¢cao de dados e
controle pelo software Shimadzu CLASS-VP verséo 6.13 SP2.

Todos os solventes utilizados foram grau CLAE/UV, marca TEDIA.

As amostras foram diluidas para obtencdo da concentracdo de 2 mg/mL.
EBM, EBH20 e RA foram solubilizados na fase movel e EBH, FAE, FDM e FH foram
solubilizados em tetraidrofurano. Foram injetados 20 uL de cada amostra em coluna
Supelcosil - C18 — 25 cm X 4,6 mm - 5 ym, na presenga de coluna guarda do tipo
supelcoguard: LC 18 — 2 cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear que
consistiu de uma fase movel: TFA 0,05% em agua (A) e acetonitrila (B), com fluxo de
fase a 1 mL/min, variando de 5% a 65% de B (0 — 60 min), 65% a 100% de B (60 —
70 min), mantendo os 100% até 80 min. Foi realizado um monitoramento utilizando-
se o detector UV em varredura entre 200 a 400 nm, sendo selecionadas as leituras a
220, 270, 335 e 360 nm, das quais posteriormente foram priorizadas para

comparacao quimica os comprimentos de onda 220 e 335nm.

4.3.3. Cromatografia com fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas
(CG-EM)

Uma aliquota de 5 mg do extrato bruto hexanico e da fracdo hexéanica do
extrato metandlico bruto foram enviadas a Plataforma Analitica de Farmanguinhos
para serem analisadas em um cromatégrafo com fase gasosa Hewlett-Packard 6890
acoplado ao espectrometro de massas Hewlett-Packard 5972, utilizando-se coluna
capilar de silica fundida (DP-5MS, 30 m x 0.25 mm, 0.25 pym de espessura da
camada), tendo hélio como gas de arraste, com fluxo de 0,5 mL/min, por 60 min e
injecdo de 1 uL da amostra. A temperatura foi programada para variar de 70°C a
325°C. A temperatura do injetor foi 270°C e a do forno 300°C. Os parametros de
operagdo do EM foram: 70 eV, fonte de ions a 250°C equipada com El. O

guadrupolo foi configurado para selecionar ions com m/z de 40 a 700.
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Os espectros de massa obtidos na andlise foram confrontados com o banco
de dados WILEY 7n.1 do proprio equipamento. Quando n&o foi possivel a
identificacdo pelo banco de dados, os espectros foram comparados com espectros
presentes em Adams, R.P. (1985) e na base de dados Pherobase (2013). O indice
de retencdo foi calculado utilizando-se a formula:

t,— t
IR =100 x (n—l— M)
T —

Onde: IR — indice de retencdo; n — numero de carbonos do hidrocarboneto anterior;
ts — tempo de retencdo da substancia analisada; tn — tempo de retencdo do

hidrocarboneto anterior; th+1 — tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior.

Os indices de retencdo de literatura foram retirados da base Pherobase
(2013).

4.4. Isolamento e purificacao
4.4.1. Coluna cromatografica em gel de silica

Visando o isolamento do constituinte encontrado em FDM de maior sinal em
CLAE-DAD, foi utilizada uma coluna de gel de silica 60. Foram utilizados 450 mg da
FAE. Esta fracéo foi utilizada por também apresentar o mesmo constituinte, porém
em maior quantidade. Utilizou-se gradiente de polaridade crescente de eluicdo com
hexano, hexano / acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila/metanol e
metanol. As fracBes obtidas foram reduzidas em evaporador rotativo e apds secas,
foram realizadas CCDs, utilizando-se para observagédo luz UV (254/365nm) e
NP/PEG como revelador.
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4.4.2. Cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP)

Foram realizadas duas cromatografias em camada delgada preparativas
(CCDPs) da fracao que apresentou revelacdo em NP/PEG para flavonoide, obtida
da coluna de gel de silica na eluicdo metanol : acetato de etila (25:75). As
cromatoplacas utilizadas foram da marca Uniplate com dimensdes de 20 cm x 20 cm
com gel de silica e granulometria de 1000 um. Em cada uma das placas foi aplicado
100 mg da amostra e eluidas com o sistema acetato de etila : metanol : agua
(100:13,5:10). O constituinte de coloragdo amarela, com Rf de 0,51, foi retirado de
ambas as placas, e solubilizado com metanol. ApGs secas, ambas as fracdes foram
analisadas em CLAE-DAD, para monitoramento do fracionamento.

Foi utilizado um cromatografo Agilent Technologies 1200 Series, com
detector de arranjo de fotodiodos e injetor automético no Laboratério de
Bioquimica/ICB/UFJF. As frac6es foram solubilizadas na concentracao de 1 mg/mL e
injetados em coluna analitica de fase reversa (Zorbax SB-18; 15 cm X 4,6 cm X 5
pm). A andlise foi realizada utilizando-se um sistema com gradiente linear que
consiste de uma fase mével: agua com pH = 3, acidificada com &cido fosforico (A) e
acetonitrila (B), com fluxo de fase a 1 mL/min, partindo no tempo zero com 5% de
acetonitrila, chegando a 65% em 30 minutos. Foi realizado um monitoramento
utilizando-se o detector UV em varredura entre 200 a 400 nm, sendo selecionadas
as leituras de 230, 354, 280, 335 e 360 nm.

Ap6s a confirmagdo de perfis semelhantes, as duas amostras foram

reunidas, resultando em 140 mg da fracéo.

4.4.3. CLAE-DAD escala semi-preparativa

Os 140 mg obtidos na CCDP foram solubilizados em 1 mL de metanol e
injetados (100 uL por injecdo) no cromatégrafo no Laboratério de
Bioquimica/ICB/UFJF, porém utilizando-se coluna de escala semi-preparativa de

fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 9,4 cm X 5 ym) e sistema isocratico com 15%
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de acetonitrila em &gua utilizando fluxo de 3,5 mL/min. Foram coletadas seis
fracOes.

A fracdo 6 (24,5 a 30 min) foi reinjetada utilizando-se sistema de gradiente
que consistiu de uma fase movel: 4gua (A) e metanol (B), com fluxo de fase a 3,5
mL/min, partindo no tempo zero com 10% de B chegando a 50% em 10 minutos.
Entre 10 e 20 minutos, o gradiente partiu de 50% a 70% de B, ao atingir os 20
minutos até os 25 minutos o gradiente foi de 70% a 100% de B. A coleta foi
automatica realizada de acordo com o aparecimento dos sinais emitidos pelo DAD.
Foram coletadas trés substancias com espectros UV caracteristico de flavonoide.
Estas substancias foram denominadas GbFlav-1, GbFlav-2 e GbFlav-3.

Os flavonoides foram enviados para andlise de RMN 'H, COSY e HSQC
porém, devido a um baixo rendimento de GbFlav-1 e GbFlav-2, gerando espectros
com baixa qualidade, apenas GbFlav-3 sera abordado.

4.5. Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, COSY e HSQC foram
realizadas em aparelho da marca Bruker modelo Avance Il com frequéncia de 500
MHz para 'H e 125 MHz para *3C, utilizando como solvente metanol deuterado. As
analises foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas pelo Dr. Alviclér

Magalhaes.

4.6. Atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis

4.6.1. Teste de difusdo em agar

No teste de difusdo em agar, realizado no Laboratério de

Bacteriologia/Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas,
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com G. vaginalis foram utilizadas trés ATCCs (14019, 14018 e 49145) e duas cepas
de isolados clinicos (103.2 e 126,2) de vaginose bacteriana.

As placas de Petri foram preparadas com 40,0 mL de agar Mueller Hinton
suplementado com 1% de proteose peptona com 5% de sangue de cavalo, de
acordo com o padronizado pelo CLSI (2012) para microrganismos anaerébios, com
modificacdes. ApoOs secas, as placas de Petri foram inoculadas com solucdes de
Gardnerella vaginalis padronizados na escala de 1,0 Mc Farland. Foram feitos oito
pocos no agar para a aplicacado dos extratos e do controle (DMSO), utilizando-se a
extremidade maior de uma ponteira de 1000 uL, formando um furo de 1 cm de
diametro. Em seguida, foram adicionados 50 pL dos extratos diluidos em DMSO (1
mg/mL) e do controle (DMSO) em cada poco. As placas foram incubadas em
anaerobiose mecanica (jarra de CO2), a 37° C, por 72 h. A leitura foi feita 72 h apos
a incubacao.

4.6.2. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

O teste de concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizado no Laboratério
de Bacteriologia/Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

Para avaliacao do perfil de susceptibilidade aos extratos que apresentaram
resultados relevantes no teste de halo de inibicdo, o método a ser utilizado foi a
diluicdo em agar, utilizando agar Mueller Hinton suplementado com 1% de proteose
peptona, de acordo com o padronizado pelo CLSI (2012) para microrganismos
anaerobios, com modificacdes. Solucdes iniciais dos extratos foram preparadas em
cabine de fluxo laminar em duas concentracdes (10 mg/mL e 1 mg/mL), utilizando-se
agua MilliQ e DMSO estéril, para que ndo fosse necessario filtrar a solucdo em
membrana de 22 um, visto que a solugdo de maior concentragdo apresentou
viscosidade elevada. A partir das solugdes iniciais foram preparadas placas com
concentracbes crescentes (de 0,0625 pg/mL a 1024,00ug/mL) dos extratos
adicionados em 20,0 mL do meio de cultura fundido (45°C) com 5% de sangue de

cavalo.
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Com o uso do Replicador de Steers (STEERS, FOLTZ e GRAVES, 1959),
indculos padronizados na escala de 1,0 Mc Farland das amostras foram adicionados
as placas contendo os extratos (em duplicata), sequencialmente, em ordem
crescente de concentracdo, as quais foram incubadas em anaerobiose mecanica
(arra de CO2), a 37° C, por 72h. Placas de controle negativo, sem adicdo dos
extratos, foram inoculadas ao inicio e ao final de cada série de diluicdo dos extratos.
A leitura dos resultados foi feita apds 72 horas de incubacéo, determinando-se a
concentracgéo inibitéria minima (CIM) dos extratos para 22 isolados clinicos e cepas
de referéncia ATCC 14019 e 14018. Os resultados foram confrontados com os de
Knupp (2013) que testou a susceptibilidade destas linhagens utilizando o mesmo
protocolo experimental frente a ampicilina (pura e em associacdo com sulbactam),

metronidazol, clindamicina, cloranfenicol, secnidazol e tinidazol.

4.6.3. Bioautografia

A cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatoplaca da
marca Alugram em gel de silica modelo SIL G/UV254 e com solventes de grau PA
da marca Vetec. Foram utilizadas cromatoplacas de 12 x 4 cm, respeitando-se 1 cm
da base e um 1 cm do topo da placa, gerando um campo cromatogréafico de 10 cm.
Em cada placa, 1 mg de EBM foi aplicado em dois pontos distintos, respeitando-se 1
cm de cada borda e entre as aplicacdes. Além disso, foram preparadas placas de 1
x 1 cm onde foi aplicado 1 mg de EBM, as quais foram utilizadas como controle e,
para tanto, ndo foram eluidas.

O sistema de eluicdo foi acetato de etila : metanol : dgua (100:13,5:10). Apds
a eluicdo, as placas foram secas e cortadas ao meio, separando o0s dois
cromatogramas, um para a bioautografia e outro para revelacdo com NP/PG.

Apoés cortadas, as cromatoplacas nao reveladas e os controles de cada
extrato foram colocados em uma placa de Petri estéril. Sobre as placas foi
adicionado 40 mL de agar Mueller Hinton suplementado com 1% de proteose
peptona e 10% de soro de cavalo, de acordo com o padronizado pelo CLSI (2012)

para microrganismos anaerébios.



51

Para a bioautografia foi utilizada a linhagem 109.1 de isolado clinico de G.
vaginalis, por ser a linhagem experimental que apresentou maior susceptibilidade ao
extrato testado. Foram preparados indculos padronizados na escala de 1,0 Mc
Farland. As solu¢des foram inoculadas por esgotamento sobre o agar solidificado
utilizando swab estéril. As placas foram incubadas em anaerobiose mecanica (jarra
de CO2), a 37° C, por 72 h, apés as quais foi observada a presenca ou auséncia de

halos de inibicdo. O protocolo experimental foi realizado em triplicata.

4.7. Citotoxicidade contra Artemia salina

A presenca de constituintes citotoxicos em EBM e FDM foi avaliada
utilizando-se a metodologia proposta por Meyer et al. (1982) e modificada por
Afonso-Neto (2003). Ovos de Artemia salina da marca TROPFISH® foram colocadas
para eclodir em aquario com agua do mar artificial arejada durante 48h para a
obtencdo dos nauplios. As amostras foram solubilizadas em &gua do mar artificial,
com a ajuda de diluente Tween 80:DMSO 12,5% (3:7). Os testes foram realizados
em tubos de ensaio com 10 nauplios, preenchidos com 3 mL da amostra a ser
analisada nas concentragbes de 5000, 1000, 500, 100, 50 upg/ml. Apos 24 horas
foram contados os nauplios vivos nas diferentes concentracdes. Agua do mar
artificial + Tween 80: DMSO 12,5% foram usados como controles negativo. Os
testes foram realizados em quadruplicata, gerando um total de 40 nauplios por
concentracdo de extrato testada. Os resultados foram expressos em ClLso
(concentracdo necessaria para matar 50% dos nauplios) que foi calculado pelo
método estatistico Probit. As analises foram realizadas no Laboratério de
Fitoquimica/ICB/UFJF.
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4.8. Teste de viabilidade celular (MTT)

Foram realizados testes de viabilidade celular apos a adicdo dos extratos e
fracOes, obtidos de acordo com procedimento proposto por Mosmann (1983) no
Laboratério de Glicoconjugados/Departamento de Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Biologicas. Em placas de 96 pocos, as células de fibroblasto murino (3T3) e
adenocarcinoma mamario humano (MCF7) foram incubadas com EBH, EBH:O,
EBM, RA, FAE FDM e FH na concentracdo de 100 ug/mL por 20 horas, quando foi
adicionado o sal de tetrazolio MTT (brometo de tetrazélio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil). A viabilidade celular foi medida pela conversao do sal de tetrazélio (amarelo)
em cristais de formazam (azul) que foram ressuspensos em DMSO para analise em
leitor de microplacas a 492 nm. Os dados foram expressos em média + desvio
padrdo, com a analise estatistica realizada pelo programa Graphpad Prism® e o
teste de Tukey utilizado, sendo considerado p<0,05 para indicar uma estatistica

significativamente diferente.

4.9. Atividade anti-inflamatéria in vitro

4.9.1. Animais

Para o desenvolvimento deste estudo, foi utilizado um modelo experimental
com 20 camundongos BALB/c, fémeas, adultas, que se encontravam no periodo de
8 a 12 semanas de vida. Estes animais foram obtidos do Biotério do Centro de
Biologia e Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de fora (UFJF). O
projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica na Experimentacio Animal (CEEA) da
Pro-reitoria de Pesquisa/UFJF com o numero 068/2012-CEEA (ANEXO A). Os
animais foram alojados no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais —

Faculdade de Farmécia. A temperatura foi mantida ao redor de 22°C, pela ventilagéo
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natural no ver&o, e no inverno, com ajuda de aquecedores. A iluminacéo foi mista —
luz natural e lampadas fluorescentes — sendo as Ultimas controladas
automaticamente para acenderem as 6h e apagarem as 18h. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno por quarentena, sendo um total de 05
camundongos por gaiola, providas de camas de maravalhas selecionadas, mas nao

esterilizadas, mamadeira para agua e cocho para racao do tipo peletizada.

4.9.2. Obtencédo dos Esplendcitos

Apébs eutanasia com xilasina (30 mg/kg) e quetamina (160mg/kg) (DAMY, et
al, 2010) os animais tiveram o baco retirado por disseccéo.

Os bacos dos animais foram coletados de forma asséptica e, apés lavagem
com solucdo de RPMI estéril, foram macerados em 5 mL desta mesma solucao.
Estas células foram centrifugadas (1200 rpm, 8 min, 4°C) e o botdo celular
ressuspenso em solucdo de cloreto de aménio para lise das hemacias. Este
processo foi repetido até completa lise das hemacias. Em seguida, as células foram
ressuspensas em meio RMPI completo (10% SFB — soro bovino fetal) e ajustadas
na concentracdo de 2 x 107 células/ml. Ap6s ajustada a concentracdo, as células
foram novamente centrifugadas (1500 rpm/10 min/ 4°C) e o precipitado obtido

suspenso em meio RPMI completo (10% de SFB).

4.9.3. Grupos experimentais

Ao todo foram utilizados cinco grupos de células nesse estudo. As células
foram utilizadas como controle negativo e nao receberam qualquer tipo de
tratamento. Os demais grupos foram expostos aos extratos brutos em diferentes
concentragcbes e/ou imuno-estimulantes (concanavalina A) para avaliar o padréo de

resposta sobre os mediadores inflamatérios.
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Grupo | (controle negativo basal): Células mantidas em cultura sem qualquer
tratamento ou estimulo;

Grupo Il (controle negativo estimulado): Células mantidas em cultura e
estimuladas com concanavalina A,

Grupo I, IV e V: Células mantidas em cultura na presenca de concanavalina
A e de extrato bruto aquoso, extrato bruto metandlico e extrato bruto hexanico das

folhas de G. barbadense nas concentracdes de 25, 50 e 100 pug/mL.

4.9.4. Utilizacdo dos sobrenadantes de cultura de esplendcitos

Para determinacdo de NO, TNF-a, IL-17 e IFN-yforam utilizados os
sobrenadantes da cultura de células. As células em suspensao foram incubadas em
placas de seis pocos por uma hora em estufa a 37°C e 5% de COz, transferidas para
tubos do tipo falcon de 15 mL para serem contadas em camara de Neubauer com
azul de Tripan, avaliando-se a viabilidade das células. Foi realizado o ajuste de
2x108 células/mL, que foram incubadas em cultura por 48 horas com estimulo e
expostas aos extratos. Apés este procedimento, o sobrenadante foi coletado para a
realizacdo do doseamento.

4.9.5. Producdo de 6xido nitrico (Nitrito)

Uma aliquota de 50uL do sobrenadante de cultura de esplendcitos foi
adicionada nos pocos da microplacas de ELISA com fundo chato tipo Corning.
Foram adicionados 50 uL de sulfanilamida a 1% e a solucéo foi incubada por cinco
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Adicionou-se 50 uL de NED
(0,1% dihidrocloreto de naftiletilenodiamina diluido em 2,5% de H3POa4) nos pocos e
a solucéo foi novamente incubada por cinco minutos em temperatura ambiente e
protegida da luz, permitindo a Reacao de Griess (Ding et al., 1988). A absorbancia
foi medida utilizando-se um filtro de 540 nm em um leitor automatico de ELISA
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(SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) e a producdo de NO quantificada através
de comparacdo com uma curva padrao de nitrito em concentracdes variando de 3,12

a 100 uM, sendo os resultados expressos em mols/mL.

4.9.6. Doseamento de citocinas

Suspensodes de esplendcitos foram cultivadas na densidade de 2 x 105%/poco
em meio RPMI 1640, suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina
(RPMI 5%, Sigma), em camara umida, a 37° C e em atmosfera de 5% de CO:2. As
culturas foram estimuladas com concanavalina A a 10 pg/ml. Sobrenadantes foram
coletados apos 48 h e transferidos para Placas de ELISA onde foram sensibilizadas
com um primeiro anticorpo (anti-TNF-a, anti-IFN-y e anti-IL-17) (PeProtech Inc, New
Jersey), diluidos em PBS, incubados durante 16 horas a 4°C e bloqueadas com
PBS-Tween 20 (PBS-T) + 10% SFB, por duas horas. Apés este periodo, as placas
foram lavadas quatro vezes em PBS-T e, em seguida, adicionados padrdes das
citocinas recombinante de camundongo (PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras
dos sobrenadantes das culturas. As placas foram entdo incubadas por mais duas
horas em temperatura ambiente. Terminada a incubacéo, as placas foram lavadas
quatro vezes em PBS-T e o segundo anticorpo (biotinilado) dos respectivos
anticorpos primérios (PeProtech Inc, New Jersey) foram adicionados e incubados
por mais uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, quatro lavagens com
PBS-T foram feitas e foi adicionado o conjugado enzimatico constituido do complexo
streptoavidina-peroxidase, na diluicdo de 1/400 (SIGMA - Co, St. Louis), seguido de
incubacao por mais 1 hora. Apés este periodo, a reacao foi revelada pela adicdo do
substrato contendo Tampéo citrato (pH 5,5), cromégeno OPD (1mg/mL) e agua
oxigenada 30% (1ug/mL). A reacao foi bloqueada com &cido sulfurico 4 N e a leitura
feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) a 440 nm. As
amostras foram quantificadas por comparagdo com as curvas padroes
recombinantes (as concentragdes dos anticorpos e recombinantes foram de acordo

com recomendacdes do fabricante PeProtech Inc, New Jersey).
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4.9.7. Andlise estatistica

Dados foram expressos em meédia + erro padrdo e a analise estatistica
realizada pelo programa Graphpad Prism® e o teste de Dunn’s com Kruskal — Wallis

utilizado, sendo considerado p < 0,05 para indicar diferenca estatistica.



57

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao dos extratos e fracdes semi-purificadas

A massa e o rendimento obtido nas extracdes estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimento das extracfes e das fracdes do extrato bruto metandlico de
folhas de Gossypium barbadense L.

EBH20  EBH EBM FH FDM FAE RA

Massa (g) 30,16 3,37 18,91 107 087 083 2,04
Rendimento (%) | 20,11 2,25 1261 2142 17,38 16,52 40,88

EBH-20 — Extrato bruto aquoso; EBH — Extrato bruto hexanico; EBM — Extrato bruto metandlico; FH —
Fracéo hexanica de EBM; FDM — Fracao diclorometanica de EBM; FAE — Fragdo em acetato de etila
de EBM; RA — Residuo aquoso de EBM.

5.2. Caracterizacdo quimica dos extratos

5.2.1. Cromatografia em camada delgada

A caracterizacdo quimica dos extratos e fracdes teve inicio com a andlise
por cromatografia em camada delgada (CCD), como pode ser observado na Figura
6. A observacdo da Figura 6A indica a presenca de uma mesma substancia no
centro da cromatoplaca (Rf ~ 0,51) no extrato bruto metandlico (EBM) e suas fracdes
semi-purificadas. A Figura 6C, mostra que a substancia é fendlica e a Figura 6 D
indica que seja um flavonoide. Além disso, na Figura 6 D, pode-se detectar na fracdo
semi-purificada em acetato de etila do extrato bruto metandlico (FAE) outros dois
flavonoides (Rf ~ 0,57 e ~ 0,92), devido a coloracdo alaranjada e dois provaveis
arilpropanoides (Rf ~ 0,62 e ~ 0,93), devido a coloragdo azulada, obtida apds a
revelacdo com NP/PEG e observacdo em UV 365 nm (WAGNER, H.; BLADT, 2001).
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Figura 6 — Perfil cromatografico do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium
barbadense L. e suas fragdes semi-purificadas frente aos diferentes
reveladores cromatograficos. A — luz UV a 254 nm, B — luz UV a 365 nm,
C — cloreto férrico, D — NEP/PG e luz UV de 365 nm, E — vanilina
sulfdrica. Fase movel: acetato de etila : metanol : 4gua (100:13,5:10).
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Figura 7 - Perfil cromatografico do extrato bruto metandélico (EBM), residuo aquoso
de EBM e extrato bruto aquoso das folhas de Gossypium barbadense L.
frente aos diferentes reveladores. A — luz UV a 254 nm, B — luz UV a 365
nm, C — cloreto férrico, D — NEP/PG e luz UV a 365 nm, E — vanilina
sulfdrica. Fase movel: acetato de etila : metanol : 4gua (100:11:26).

Na Figura 7 (A, C e D) pode ser observada a presenca de um flavonoide em
EBM (Rf ~ 0,45) e dois no extrato bruto aquoso (EBH20), com Rf de
aproximadamente 0,45 e 0,39, sendo que, aparentemente, a substancia de Rf 0,45 &

a mesma em EBH20 e EBM.
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Miranda et al. (2013) constataram a presenca de substancias fendlicas e
flavonoides nas folhas de G. hirsutum. Chugh, Mehta e Dua (2012) constataram a
presenca de substancias fendlicas nas folhas de G. herbaceum. Estes trabalhos
corroboram com os resultados apresentados na Figura 6 e na Figura 7.

Na Figura 8 podem ser observadas as substancias mais apolares de EBM,
FDM, FH e EBH. Na Figura 8 D, pode ser observada a presenca de substancias
que, apos reveladas com vanilina/acido sulfarico, apresentaram coloracao violacea,
com maior variedade em EBH, estando distribuidas por toda a cromatoplaca, e em
um sinal de FH, com Rf de aproximadamente 0,95. Além disto, pode-se observar a
presenca de sinais esverdeadas em todos os extratos, o que indica a presenca de
substancias apolares ndo terpenoidicas. E importante ressaltar também a presenca
de sinais equivalentes em FDM e FH, delimitados na Figura 8 E, mostrando que as
substancias presentes na fragdo hexanica também estdo presentes na fracdo
diclorometéanica, porém em menor concentracao relativa.

Chugh, Mehta e Dua (2012) constataram a presenca de terpenoides nas

folhas de G. herbaceum, corroborando com os resultados apresentados na Figura 8.

Rf=10

Rf=0,75
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Rf=025
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Figura 8 - Perfil cromatografico do extrato bruto metandlico, suas fracdes
diclorometanica e hexanica e extrato bruto hexanico de folhas de
Gossypium barbadense L. frente aos diferentes reveladores
cromatograficos. A — luz UV a 254 nm, B — luz UV a 365 nm, C —
cloreto férrico, D — NEP/PG e luz UV de 365 nm, E — vanilina sulftrica.
Fase movel: acetato de etila : metanol : 4gua (100:13,5:10).
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5.2.2. Cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
de fotodiodo

A analise por CLAE-DAD dos extratos brutos (Figuras 9 e 10) detectou duas
substancias com espectro de UV semelhante a de arilpropanoides (Figuras 9 e 10 A
e B), que também apresentaram revelagcdo caracteristica em CCD e dois possiveis
flavonois em EBH20 (Figuras 9 e 10 C e D), um possivel flavonol em EBM (Figuras 9
e 10 C’), e quatro substancias que ndo podem ter a classe quimica inferida somente
pelo espectro de UV em EBH. A andlise por CCD mostrada na Figura 7, corrobora
com a presencga dos dois flavon6is em EBH20, mas ndo mostra os arilpropanoides.
Os espectros mostrados nas Figuras 9 e 10 (C, D e C’) sugerem que os flavonoides
encontrados nos extratos sdo semelhantes a quercetina, uma vez que apresentam o
espectro de UV muito semelhante ao da quercetina-3-O-glicosideo (Figura 11).

Hedin, Jenkins e Parrott (1992) encontraram trés derivados da quercetina,
quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3’-O-glicosideo e quercetina-7-O-glicosideo
em grande quantidade em G. arboreum e G. hirsutum. Zhang et al. (2003)
demonstraram grande quantidade de flavonoides como, rutina, isoquercitrina e
guercetina nas folhas de G. hirsutum. Edreva et al. (2006) também evidenciaram a
presenca de flavonoides nas folhas de G. hirsutum. Estes autores demonstraram
também a presenca de derivados do acido cinamico. Estes trabalhos corroboram
com os dados do presente estudo, ratificando a possibilidade da presenca de
arilpropanoides e flavonoides nos extratos.

Embora o gossipol e seus derivados possam ser encontrados nos extratos
obtidos de G. barbadense, a presente analise ndo os detectou, uma vez que € mais
comum sua presenca nas sementes, nas raizes e nas flores do que nas folhas
(ABOU-DONIA, 1976). Além disso, segundo Bell et al. (1975) a quantidade desta
substancia pode ser muito pequena, tornando sua deteccao muito dificil.

Com base nos espectros de UV e nos tempos de retencdo obtidos nos
cromatogramas das Figuras 9 e 10 pode-se sugerir que o flavonol encontrado em
menor quantidade em EBH20 (Rf ~ 0,39 na Figura 7 e Figura 10 C) seja 0 mesmo
encontrado em EBM, uma vez que ambos apresentaram mesmo espectro de UV,

tempo de retencdo em CLAE e Rf em CCD, corroborando com a proposta anterior.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos
extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. utilizando-se A =

220 nm. O sinal em 69 min representa o THF.
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos
extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. utilizando-se A =

335 nm.

Como se pode observar, o flavonol detectado no cromatograma de EBM

(Figuras 10 C’) esta presente em todas as fragdes (Figura 12 E, E’ e E”), porém,
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pode-se aceitar que o processo foi eficiente, uma vez que, de modo geral, as demais
substancias detectadas apresentaram comportamento esperado, em que as mais
apolares se concentraram na particdo hexanica e as mais polares se concentraram
em RA.
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Figura 11 — Espectros de ultravioleta de padrdo de flavondis e gossipol. A:
Quercetina-3-O-glicosideo; B: Campferol, C: Gossipol e seus
anélogos.

Fonte: A e B — gentilmente cedidos pela Prof.2 Dr.2 Fabiola Dutra Rocha, C —

(DOWD; PELITIRE, 2006)

A substancia em destaque na FDM (Figura 12 E’) é o mesmo flavonol
encontrado em FAE e, além dele, podem ser observadas substancias de polaridade
menor, no intervalo de 30 a 38 e a partir de 70 minutos de corrida, também
observados na Figura 6 com Rf maior que 0,51. Estas mesmas substancias com Rf
maior que 0,51 da Figura 6 podem ser observadas com mais detalhes na Figura 8.
Na FH destacam-se as substancias de menor polaridade, com tempo de retencao
préximo a 70 min da Figura 12, mas estas ndao puderam ter a classe quimica inferida
apenas pelo espectro de UV. Estas substancias encontraram-se sobrepostas na
Figura 6 E, mas podem ser vistas na Figura 8.

A fragdo que se apresentou mais rica em substancias foi RA, onde podem
ser observados pelo menos trés provaveis arilpropanoides, sinais A, B e C da Figura
12. Também estédo presentes substancias que néo tiveram a classe quimica inferida
somente pelo espectro de UV. Nao foram observados espectros similares ao do
gossipol (Figura 11 C) e seus analogos em nenhum dos extratos e particoes.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia das

fracbes dos extratos brutos metandlicos de folhas de Gossypium
barbadense L. utilizando-se A = 335 nm. Espectros de ultravioleta do
flavonoide presente em todas as fracdes, dos arilpropanoides presentes
no residuo aquoso e da substancia majoritaria na fragdo hexanica semi-
purificada.



65

5.2.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas

A analise por CG-EM de EBH revelou a presenca de 19 substancias que,
pela fragmentacdo de massas e comparacdo com banco de dados Wiley 7n.1,
indicam a presenca de sete sesquiterpenos (22,28% da &rea), um diterpeno (5,22%
da é&rea), seis acidos graxos saturados (36,59% da &rea), quatro &cidos graxos nao
saturados (29,16% da area) e uma substancia nao identificada (6,75% da area), mas
que apresenta o perfil de fragmentacdo semelhante ao do sesquiterpeno acorenol
(ADAMS, R.P., 1985), totalizando 93,25% da area total do cromatograma com
sugestéo de substancias.

Tabela 3 — Substancias detectadas no extrato bruto hexanico de folhas de
Gossypium barbadense L. em andlise por cromatografia com fase
gasosa acoplada ao espectrometro de massas.

Constituintes TR IRcalc IRi*  Area (%) Classe quimica
trans—Cariofileno 17,286 1421 1418 491 ST
o -Humuleno 18,184 1456 1454 1,94 ST
B -Selineno 19,015 1490 1485 4,79 ST
o -Selineno 19,171 1496 1494 4,50 ST
cis-y-bisaboleno 19,438 1501 1515 1,37 ST
d -Cadineno 19,624 1504 1524 1,56 ST
Laureato de etila 20,997 1535 1597 0,22 AGS
Oxido de cariofileno 21,272 1584 1606 3,21 ST
N&o identificado” 23,194 1668 - 6,75 -
Miristato de etila 25,680 1781 1793 2,63 AGS
Neofitadieno 26,601 1825 1830 2,46 AGS
Palmitato de metila 28,412 1914 1928 6,88 AGS
Palmitato de etila 29,740 1981 1991 22,30 AGS
cis-Linoleato de metila 31,633 2082 2093 1,36 AGI
Linolenato de metila 31,744 2087 2098 4,32 AGI
Fitol 31,922 2097 2114 5,22 DT
Linoleato de etila 32,850 2140 2159 4,20 AGI
Linolenato de etila 32,962 2147 2169 19,28 AGI
Estearato de etila 33,429 2175 2193 2,10 AGS
Total - - - 100 -

ST — Sesquiterpeno, DT — Diterpeno, AGS — Acido graxo saturado, AGI — Acido graxo insaturado,
IRcalc — Indice de retengéo calculado, IRii- Indice de retengéo de literatura, * - Retirado de Pherobase
(2013), # - perfil de fragmentacao semelhante ao do sesquiterpeno 3 - acorenol.

Estes resultados vao ao encontro dos encontrados na Figura 8 E, onde se

pode observar a presenca de bandas violaceas (terpenoides) e bandas esverdeadas
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(substancias ndo terpenoidicas). Os majoritarios, mostrados na Tabela 3, foram
palmitato de etila (22,30%) e linolenato de etila (19,28%).

Essien, Aboaba e Ogunwande (2011) estudaram o 6leo essencial de G.
barbadense e demonstraram a presenca dos terpenos tricicleno, acetato de bornila,
a-pineno, a-terpineno, isoledeno e f-pineno. Embora estes terpenoides sejam
diferentes dos encontrados no presente trabalho, o que pode ser justificado pela
diferencga entre a extracdo do Oleo essencial e 0 extrato hexanico, o trabalho destes
autores ratifica o aparato celular de G. barbadense para a producdo desta classe de
substancias. Chugh, Mehta e Dua (2012) constataram a presenca de terpenoides
nas folhas de G. herbaceum, corroborando com os resultados apresentados na
Tabela 3.

Em FH foram detectadas sete substancias que, pela fragmentacdo de
massas e comparacdo com banco de dados Wiley 7n.1, indicam a presenca de trés
acidos graxos saturados (23,89% da area), dois acidos graxos nao saturados
(22,47% da area), e o diterpeno majoritario fitol (51,51% da area), gerando 97,87%
da é&rea total do cromatograma com sugestao de substancias. Estes resultados sao
corroborados pela Figura 8 E, onde pode ser observado apenas um sinal de
coloracdo violacea no cromatograma referente a FH. Os outros dois constituintes
majoritarios encontrados foram o palmitato de metila e linolenato de metila, com
17,33% e 18,85% da éarea total, sucessivamente (Tabela 4). Isto sugere que as
substancias apolares observadas na Figura 8 E sejam acidos graxos, uma vez que
nao apresentaram-se violaceas. As substancias majoritarias e o linoleato de metila,

também estdo presentes em EBH em menor concentracao relativa.

Tabela 4 — Substéancias presentes na fragdo hexanica obtida a partir do extrato bruto
metandlico de folhas de Gossypium barbadense L. (FH) em analise por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Constituintes TR IRcalc IRit* Area (%) Classe quimica
Palmitato de metila 28,396 1913 1928 17,33 AGS
Acido palmitico 29,050 1946 1984 3,40 AGS
Linoleato de metila 31,620 2081 2093 3,62 AGI
Linolenato de metila 31,724 2086 2098 18,85 AGI
Fitol 31,917 2097 2114 51,51 DT
Estearato de metila 32,222 2114 2088 3,16 AGS
Nao identificado 34,718 2255 - 2,13 -

Total - 100 -

AGS — Acido graxo saturado, AGl — Acido graxo insaturado, DT — Diterpeno, IRcac — indice de
retencéo calculado, IRii-indice de retencéo de literatura, * - Retirado de Pherobase (2013).
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O trabalho de Ebrahim (2005) demonstrou a presenca acidos graxos
saturados e insaturados nas folhas de G. barbadense expostas a luz ultravioleta.
Dowd (2012) demonstrou a presenca de acidos graxos insaturados nas sementes de
G. hirsutum. Estes trabalhos ratificam os resultados apresentados nas Tabelas 3 e 4
por comprovarem a capacidade de espécies de Gossypium produzirem diferentes
tipos de acidos graxos.

Apesar da caracterizacdo de EBH e FH por CG-EM, ndo é possivel
relacionar as substancias encontradas nesta técnica com as apolares encontradas
na CLAE, uma vez que as substancias identificadas em CG-EM, neste caso, nao
apresentam cromoforos. E possivel verificar que EBH apresentou maior variabilidade
de constituintes apolares tanto na andlise por CG-EM (Tabela 3) quanto na CCD
(Figura 8) do que FH (Tabela 4 e Figura 8)

A analise de CG-EM se mostrou eficaz, uma vez que todos os constituintes
foram listados na Tabela 3 e 4, gerando 100% da area tabelada e sugestdo de

constituintes para 93,25% da area relativa ao EBH e 97,87% da area relativa a FH.

5.3. Identificacao

Com o objetivo de se isolar os flavonoides que apresentaram maior sinal nos
cromatogramas provenientes de CLAE-DAD das fracdes semi-purificadas, foram
realizados ensaios cromatograficos sucessivos (item 4.4) que resultaram no
isolamento de GbFlav-3, um amorfo de coloragcdo amarela. Analise de CCD dessa
substancia, apos revelacdo com NP/PEG, apresentou coloracdo amarelada
caracteristica de flavonoides e, ao ser submetida a luz UV de A de 365 nm,
apresentou coloracdo fluorescente alaranjada intensa, similar a da quercetina
(WAGNER, H.; BLADT, 2001). O espectro na regiao do ultravioleta de GbFlav-3, em
agua : acetonitrila (71:29), mostrou sinais maximos de absorcdo em A 211, 251 e
351 nm, regibes especificas de absorcdo de flavonois (SIMOES, C.M.O., et al.,
2007). Os dados de RMN 1H s&o mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Sinais do flavonol GbFlav-3 comparados aos sinais obtidos na literatura

8, ppm (J, Hz) multiplicidade

: . Quercetina Quercetina

Sinal GbFlav-3 © /S lé?lgletlggOQ) (NASCIMENTO (JASINSKI,
B et al., 2006) 2010)

H6 6,21 (2,1)d 6,19 (1,2)d 6,17 (2,0)d 6,18 (2,0)d
H8 6,42 (2,1) d 6,40 (1,2) d 6,39 (1,8) d 6,42 (1,7) d
H2’ 7,77 (2,2) d 7,67 (1,8)d 7,66 (2,2)d 7,67 (2,1)d
H5’ 6,92 (9,0) d 6,88 (9,0) d 6,86 (8,6) d 6,86 (8,6) d
H6’ 7,67 (8,5;2,2)dd 7,53(8,5;1,8)dd 7,52 (8,5;2,1)dd 7,53 (8,8;2,0)dd

d — dubleto; dd — duplo dubleto.

Andlise do espectro de RMN 'H mostrou um duplo dubleto em 57,67 (dd, J =
8,52 Hz e J'= 2,23 Hz), além de dubletos em 67,7767 (d, J = 2,17 Hz) e 66,92 (d, J =
8,96 Hz), sugerindo o acoplamento do tipo AMX do anel aroméatico C dissubstituido
do flavonol, representando os hidrogénios dos carbonos 6’, 2’ e 5," respectivamente.
Os dubletos em 86,42 (d, J = 2,10 Hz) e 66,21 (d, J = 2,14 Hz) sugerem o
acoplamento meta no anel aromatico A dissubstituido do flavonol. A comparacao
dos sinais obtidos nesta analise (Tabela 5 e Figuras 13 e 14) com os obtidos por Dai
et al. (2009), pode-se afirmar que se trata do flavonol quercetina.

A Figura 13 mostra a ampliagcdo do espectro de RMN, obtido utilizando-se a
técnica de COSY, na regido de deslocamento caracteristica dos aromaticos. Esta
técnica confirmou o acoplamento do hidrogénio do carbono 6 com o do carbono 8 e

0 acoplamento do hidrogénio do carbono 6’ com os dos carbonos 2’ e 5'.
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Figura 13 — Espectro de COSY na regido do acoplamento aromatico de GbFlav-3.
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Figura 14 — Espectro de HSQC na regido do acoplamento aromatico de GbFlav-3.

Estes dados vao ao encontro da proposta formulada durante a anélise do
perfil cromatografico dos extratos por CCD e CLAE-DAD, confirmando que o
flavonoide isolado é uma quercetina com uma substituicdo provavel na hidroxila do
carbono 3, um provavel residuo de acucar (dados ndo mostrados). A estrutura da
qguercetina pode ser vista na Figura 15. Espectros estdo sendo aguardados para a
confirmacéo da substituicdo em 3-O.

Cabe ressaltar que o isolamento de um glicosideos de quercetina é comum
em Gossypium (PAKUDINA; SADYKOV, 1970; PAKUDINA; SADIKOV; DENLIEV,
1965; WAAGE; HEDIN, 1984).

Figura 15 — Estrutura quimica da quercetina.
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5.4. Atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis

5.4.1. Teste de difusdo em agar

Neste teste, os EBM, EBH, FH, FDM, FAE e RA apresentaram um pequeno
halo de inibicdo contra pelo menos uma cepa avaliada e o EBH20 n&o apresentou
atividade contra nenhuma das bactérias testadas (Tabela 6). O extrato metandlico e
a fracdo de diclorometano foram os Unicos que apresentaram atividade em todas as

cepas testadas, sendo relevante no procedimento de biomonitoramento.

Tabela 6 — Efeito dos extratos e fracdes semi-purificadas de folhas de Gossypium
barbadense L. frente a diferentes cepas bacterianas.

Cepas Tamanho do halo de inibicdo (mm)
C(-) EBH20 EBM RA FAE FDM FH EBH
IC (103.2) - - 5 - - 5 - -
IC (126.2) - - 1 - - 1 1 1
ATCC 14018 - - 1 1 - 1 1 -
ATCC 14019 - - 1 - - 1 - 1
ATCC 49145 - - 3 - 1 3 - 1

C(-) — Controle negativo (DMSO); IC- isolado clinico.

O flavonoide detectado em EBM e FDM (Figuras 6, 7, 9, 10 e 12) aparentara
estar envolvido com a atividade antibacteriana, uma vez que apresentou-se como
substancia majoritaria no sistema CLAE-DAD utilizado, em ambas as amostras que
apresentaram atividade. O flavonoide parece, porém, ndo apresentar atividade
isoladamente, uma vez que a FAE também possui o mesmo flavonoide (Figura 12) e
nas mesmas condicbes como majoritario, além de estar em maior concentracao
relativa do que FDM e EBM na leitura a 335 nm (Figuras 10 e 12), e ndo apresenta
atividade semelhante a estes extratos. Annan e Houghton (2008) também sugerem
que a presenca de flavonoides biologicamente ativos pode estar relacionada a
atividade antimicrobiana. Waage e Hedin (1984) descrevem que os derivados de
guercetina e gossipetina isolados das flores de G. arboreum apresentaram atividade
antibacteriana, suportando a ideia de que os flavonoides, presentes nos extratos em

estudo estejam relacionados a atividade contra G. vaginalis.
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5.4.2.Concentracdo inibitéria minima (CIM)

Considerando os resultados obtidos no teste de difusdo em &gar, foram
selecionados para o teste de CIM o EBM, a FDM e 24 cepas, sendo duas ATCCs e
22 isolados clinicos. Segundo Knupp (2013), os isolados clinicos apresentaram
resisténcia aos antibiéticos metronidazol, secnidazol, tinidazol e ampicilina e foram
sensiveis a clindamicina, ao cloranfenicol e a associacdo entre ampicilina e
sulbactam (ANEXO B). Os valores de ClMso%, CIMgow e variacdo da CIM entre as
cepas testadas estdo descritas na Tabela 7.

Como pode ser observado na Tabela 7, foi encontrada CIMso» de 512 png/mL
e 256 ug/mL e ClMoow de 1024 ug/mL e 512 ug/mL, respectivamente para EBM e
FDM. A despeito do resultado observado no teste de difusdo em &gar, no qual
ambos o0s extratos apresentaram o mesmo halo de inibicdo, no teste de CIM, FDM
apresentou uma atividade aparentemente melhor, sugerindo que esta fracdo deve
ser alvo de futuro fracionamento bioguiado. Considerando o perfil de resisténcia das
cepas testadas, este resultado se torna mais relevante como indicativo para estudos
posteriores visando a confirmagao da atividade in vivo.

A terapia utilizada hoje no tratamento de vaginose bacteriana é, sobretudo,
na restauracdo da microbiota saudavel da vagina. Os farmacos de escolha
atualmente sdo o metronidazol ou a clindamicina, com diferentes espectros de
atividade, mas aparentemente sua eficacia € em curto prazo, com taxas
aproximadas de cura de 80% a 90% em 1 més (NAGARAJA, 2008). Porém,
segundo Menard e Bretelle (2012), o tratamento esta em uma condicdo subdétima,
com frequentes recidivas apoés a terapia antimicrobiana.

A recomendacdo primaria para o tratamento de VB é o metronidazol, no
entanto, varios estudos tem apontado para a resisténcia de G. vaginalis a esse
farmaco (KNUPP, 2013; NAGARAJA, 2008; SIMOES, A.A. et al., 2001) e a
recorréncia de sintomas dentro de um curto periodo de tempo da conclusdo do
tratamento vem se tornando frequente (BRADSHAW et al., 2006; LARSSON, 1992).
Além disso, segundo Brandt et al. (2008) e Bates (2003), os efeitos adversos

atribuidos ao metronidazol séo frequentes.
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Tabela 7 — Efeito de EBM e FDM frente a diferentes cepas bacterianas de
Gardnerella vaginalis.

Cepas CIM (ung/mL)

EBM 1 EBM 2 FDM 1 FDM 2
02.1 1024 1024 256 512
02.2 512 512 256 512
02.3 512 512 256 512
02.4 512 512 256 512
103.1 128 128 256 128
103.2 128 256 128 128
104.4 256 512 128 256
109.1 64 64 32 32
1131 512 512 256 512
118.1 512 512 64 512
126.1 512 512 256 256
126.2 1024 1024 512 512
127.3 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
128.1 256 512 256 512
134.4 256 256 128 128
135.1 (saud) 512 512 256 256
135.2 (saud) 256 256 256 256
135.4 (saud) 256 128 128 128
135.5 (saud) 512 512 256 256
138.1 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
139.3 512 512 128 64
201.1 512 512 256 64
ATCC 14018 1024 1024 512 256
ATCC 14019 1024 1024 512 512
CIM 50% 512 512 1024 1024
CIM 90 % 256 256 512 512
Variagao 64 a >1024 64 a >1024 32a>1024 | 32a>1024

EBM — Extrato Bruto Metandlico; FDM — Frac@o em Diclorometano do EBM; saud — linhagem isolada
de pacientes saudaveis.

Vérios trabalhos, como o de Knupp (2013), Teixeira (2010) e Nagaraja
(2008), tem apontado para a eficiéncia da clindamicina, que vem apresentando baixa
taxa de resisténcia, mas, segundo Nagaraja (2008), este farmaco, diferentemente do
metronidazol, €& conhecido por afetar também os lactobacilos, que séao
microrganismos residentes e importantes na prevencéo de VB e CVV.

Sendo assim, acredita-se que FDM apresentou tendéncia a melhor atividade

que o metronidazol nos testes in vitro realizados, com a CIMgo» de 512 pg/mL, e
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EBM apresentou uma atividade similar & do metronidazol, com a CIMgo% de 1024
ug/mL, sendo a ClMoow deste farmaco de 1024 pg/mL (KNUPP, 2013). E importante
ressaltar, que por se tratarem de extratos brutos e fracdes semi-purificadas
abordadas neste trabalho, o valor de CIM préximo e até inferior ao do metronidazol,
gue é um farmaco ja estabelecido no mercado, mostra o potencial de G. barbadense
para posteriores estudos envolvendo a atividade contra G. vaginalis.

Assim como os resultados encontrados no teste de difusdo em agar, esta
tendéncia apresentada pela fracdo diclorometéanica no teste de CIM, sugere que a
atividade néo seja restrita aos flavonoéis, uma vez que ela apresentam-se em menor
concentracéo relativa em FDM que em EBM (Figuras 9, 10, 12). Além disso, pode
ser observado nos cromatogramas apresentados anteriormente, principalmente na
Figura 10 e na Figura 12, que FDM apresenta constituintes de polaridade
intermediaria (32 a 38 min) e mais apolares (70 a 78 min), que ndo podem ser
observados nos cromatogramas de EBM por estarem em menor concentracao
relativa.

A quercetina ja foi descrita por varios autores por sua atividade
antimicrobiana, porém, nenhum relato foi encontrado na literatura associando esta
substancia a atividade contra G. vaginalis. O trabalho de Gehrke et al. (2013)
demonstrou a atividade desta substancia contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus piogenes, Staphylococcus
saprophyticus, Escherichia coli, Psedomonas aeruginosa e Shigella sonnei.

O dunico trabalho encontrado na literatura que avalia a atividade de G.
barbadense contra Gardnerella sp. foi desenvolvido por Essien, Aboaba e
Ogunwande (2011). Este estudo demonstrou que o 6leo essencial de folhas do
algodoeiro apresentam atividade moderada contra Gardnerela sp., Staphylococcus
aureus, e Escherichia coli. Embora o 6leo essencial desta espécie seja rico em
terpenoides, substancias de menor polaridade, ndo se pode usa-lo como base para
justificar a acao encontrada em EBM e FDM, uma vez que os terpenoides, com
excecao d fitol, foram encontrados apenas em EBH, tendo como base os dados
obtidos por CCD (Figura 8 E) e CG-EM (Tabelas 3 e 4) neste trabalho.
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5.4.3.Bioautografia

No teste de bioautografia foi possivel observar a perda de atividade de EBM
qguando fracionado (Figura 16 C), no qual ndao foram observados halos de inibi¢éo.
Na Figura 16D, observamos a presenca do halo de inibicdo quando o extrato nao foi
submetido ao processo cromatografico, assim como observado no teste de difusédo
em agar. Este resultado sugere uma acgéo sinergistica das substancias presentes no

extrato.

Figura 16 — Bioautografia do extrato bruto metandlico de folhas de Gossypium
barbadense contra Gardnerella vaginalis. Sistema cromatografico:
acetato de etila : metanol : &gua (100:13,5:10). A — Placa de
bioautografia, B — Revelagdo com NP/PEG e luz UV de 365 nm, C —
Ampliagéo da bioautografia, D — Ampliacao da placa controle.

Os beneficios da combinacdo de farmacos vém sendo observados desde o
altimo século. Foi observado que, geralmente, substancias ativas que agem em
apenas um alvo molecular sdo menos efetivas que a terapia multialvo utilizando-se
farmacos combinados e, nos ultimos anos, a medicina vem adotando cada vez mais
esta postura (CSERMELY, AGOSTON, PONGOR, 2005).

E sabido que as plantas contém uma grande diversidade de substancias
especializadas, os metabdlitos especiais, e que essa diversidade pressupde uma
grande probabilidade de interacfes, podendo gerar atividade sinergistica entre suas

substancias (BIAVATTI, 2009).
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As indicagOes terapéuticas de extratos de plantas séo, na maioria dos casos,
empiricas, e praticantes da fitoterapia acreditam que o extrato total tem acédo melhor
gue a dose equivalente da substancia isolada (NELSON; KURSAR, 1999). Através
dos estudos de sinergismo é possivel demonstrar a validade desta afirmacao.
Alguns trabalhos tém demonstrado a presenca de interacdo e amplificacdo do efeito
em diferentes extratos de plantas, assim como entre substancias do mesmo extrato.
Exemplos classicos sdo os valepotriatos presentes em Valeriana officinalis e os
gincolideos, presentes em Ginkgo biloba (BIAVATTI, 2009).

A descoberta dos antibidticos foi um grande passo para a saude publica no
que tange as doencas infecciosas, porém seu uso indiscriminado levou ao
desenvolvimento e selecdo de patdogenos multirresistentes (HEMAISWARYA;
KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). Segundo Obiang-Obounou e Jang (2011), a
avaliacdo do sinergismo tornou-se muito importante nos esforgos para superar a
resisténcia de diferentes patdégenos aos antibiéticos atuais.

O exemplo mais conhecido desta combinacdo é o da penicilina com o acido
clavulanico, um inibidor de B-lactamase. De forma similar, o galato de
epigalocatequina parece ser um produto natural adequado para a manutencdo da
atividade da penicilina. Alguns outros produtos naturais como atelimagrandina I, a
rugosina B, a corilagina e os flavonoides catequina e baicalina sdo capazes de
bloquear o sistema de bomba de efluxo desenvolvido por varias bactérias como
forma de resisténcia aos antibiéticos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE,
2008).

Como foi demonstrado, G vaginalis tem apresentado cada vez mais
resisténcia ao metronidazol. Sendo assim, novas opcles terapéuticas se fazem
necessarias. Neste contexto, o extrato bruto metandlico e sua fracdo diclorometanica
de folhas de G. barbadense mostraram-se eficientes na inibicdo do crescimento das
cepas de G. vaginalis no protocolo experimental utilizado, porém quando EBM foi
submetido ao processo cromatografico, separando assim suas substancias, a
atividade antibacteriana n&o foi mais observada.

Estes resultados apontam para uma possivel atividade sinergistica entre as
substancias presentes nos extratos, corroborando com os resultados encontrados no
teste de difusdo em agar. Como demonstrado por Hemaiswarya, Kruthiventi e Doble

(2008), alguns flavonoides tem a capacidade de proteger as demais substancias
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ativas contra a oxidagao ou contra a degradacgao, o que justificaria a maior atividade
antibacteriana de FDM, que é uma fracdo de transicdo entre FH e FAE, ou seja,
apresenta um pouco dos constituintes de cada uma destas fracdes (Figuras 6, 8 e
12. Este tipo de interagdo também foi encontrado por Oliveira, F.Q., et al. (2004) ao
estudarem a atividade de Bidens pilosa contra malaria. Estes autores verificaram
gue a atividade estava presente apenas na presenca concomitante de poliacetileno
e de flavonoides.

Ramadan e Asker (2009), evidenciaram que uma formulagéo de lecitina, ja
conhecida por sua atividade antimicrobiana, ao ser enriquecida com quercetina,
apresentou grande aumento em sua atividade. Os autores sugerem que iSSO ocorra
devido ao sinergismo entre os fosfolipideos, provenientes do metabolismo primario,
e a quercetina, proveniente do metabolismo secundario (especial), e sua atividade
antioxidante, atuando como protetora das substancias ativas. Este trabalho
corrobora a proposta do presente estudo. Além disso, Gatto et al. (2002),
demonstraram que este flavonol possui atividade anti-lipase, podendo ser utilizado
como adjuvante para aumentar a eficiéncia do tratamento de infec¢des causadas por

microrganismos produtores desta enzima.

5.5. Citotoxicidade contra Artemia salina

Neste modelo experimental, ndo foi observada morte dos nauplios em
nenhuma das concentragdes testadas tanto para EBM quanto para FDM, com isso
tem-se CLso maior que 5,0 mg/mL. Estes dados s&o corroborados pelo trabalho de
Al-Fatimi et al. (2007) que demonstrou CLso maior que 1,0 mg/mL contra uma
linhagem de células humanas epiteliais e de Ajaiyeoba et al. (2006) que encontraram
CLso = 3,86 mg/mL contra nauplios de A. salina.

O resultado encontrado reforca a auséncia do gossipol nos extratos
analisados, uma vez que esta substancia é conhecida também por sua
citotoxicidade (Coyle et al., 1994). Esta hipétese € corroborada ainda pelo trabalho

de Ajaiyeoba et al. (2006) que além de demonstrar a baixa citotoxicidade do extrato
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hidrometandlico de G. barbadense, encontrou CLso de 94,1 e 257,2 ug/mL para G.
arboreum e G. hirsutum respectivamente e atribuiu este efeito ao gossipol.

Neste trabalho, ter encontrado no teste de citotoxicidade o CLso pelo menos
cinco vezes maior que a ClMgow do EBM e pelo menos dez vezes maior que a
CIMgo» de FDM é relevante, uma vez que ndo foram realizados testes in vivo de
toxicidade dos extratos. Segundo Benbow et al. (2010), uma simples avaliacao de
citotoxicidade pode ser adicionada as demais informacdes de grande importancia no
estudo de farmacos, como poténcia farmacoldgica, seletividade e ADME
(administracdo, distribuicAo, metabolizacdo e excrecdo). Estes autores
demonstraram que resultados gerais de seguranca estdo correlacionados de tal
forma que, quanto maior a concentracdo necessaria para determinada substancia
causar um efeito citotoxico, maior € a probabilidade de se encontrar, em um estudo

de curto prazo in vivo, uma dosagem segura.

5.6. Teste de viabilidade celular (MTT)

Para este trabalho, tdo importante quanto a toxicidade seletiva contra células
tumorais seria um possivel aumento da viabilidade celular e/ou da proliferacédo
celular observado sobre a linhagem normal (3T3). Swidsinski et al. (2005),
demonstraram a capacidade de G. vaginalis de formar um biofilme que adere ao
epitélio vaginal das mulheres com VB. Os trabalhos de Patterson et al. (2010) e
Gelber et al. (2008) demonstraram que a toxina vaginolisina produzida por G.
vaginalis, apés a aderéncia as células do epitélio vaginal e formacao de biofilme,
lisam as células do epitélio vaginal, apresentando assim alto grau de citotoxicidade.
Devido a este fato farmacos que apresentam atividade protetora celular podem
ajudar no tratamento da VB, evitando a lise das células epiteliais vaginais.

Neste contexto, foi realizado o teste de viabilidade celular com MTT com
uma linhagem de células normais e uma linhagem de células cancerosas, a fim de
verificar a atividade protetora celular e a especificidade desta atividade.

Contra adenocarcinoma mamario humano (MCF7), EBH20 e FDM

apresentaram reducao significativa em relacdo ao controle (Figura 17), obtendo-se
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respectivamente 82,9% e 87,53 de viabilidade. Os demais extratos apresentaram
viabilidade de 102,0% (EBH); 91,2% (FH); 140,3% (FAE); 92,1% (RA) e 91,8%
(EBM).
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Figura 17 — Viabilidade celular de adenocarcinoma mamario humano (MCF7) e
fibroblasto murino (3T3), quando desafiado por extratos de
Gossypium barbadense L..

Lee et al. (2013) demonstraram que a quercetina, presente em EBH20 e
FDM, possui atividade citotdxica contra seis das sete linhagens cancerosas testadas
por eles. Esta substancia pode ser uma chave para a acdo encontrada em EBH:20,
mas aparentemente ndo € a principal responsavel, uma vez que outros extratos
como FAE, RA e EBM também apresentam este flavonol.

Gossipol é um terpenoide muito estudado no género Gossypium, que
apresenta relevantes atividades biologicas. O estudo realizado por Leblanc et al.
(2002) mostra que o gossipol tem efeito antiproliferativo sobre linhagens de células
de carcinoma humano. No presente trabalho, esta substancia nao foi detectada

pelos métodos de andlise quimica empregados, e seria mais provavel sua presenca
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nos extratos de polaridade intermediaria dentre os solventes organicos comumente
utilizados (BELL et al., 1975; DECHARY; PRADEL, 1971; STIPANOVIC et al., 2009).

O teste contra fibroblasto murino (3T3) indicou para um aumento da
viabilidade celular (Figura 17). EBM, FH, FDM e FAE apresentaram incremento
significativo da viabilidade celular em relacdo ao controle (Figura 17), obtendo-se
respectivamente 130,4%, 134,8%, 180,7% e 147,0% de viabilidade celular. Os
demais extratos néo interferiram significativamente na viabilidade celular,
apresentando os seguintes valores: 100,4% (EBH); 100,1% (RA) e 97,4% (EBH20).

Estes resultados indicam para uma citotoxicidade especifica de EBH20 e
FDM contra células tumorais e para o efeito seletivo de FH, FDM e EBM no aumento
da viabilidade de células normais. Choi et al. (1998) demonstraram que fracdes do
extrato metandlico de bolas de algodado imaturo de G. indicum possuem atividade
antiproliferativa seletiva contra células tumorais. Estes autores sugerem também que
a atividade é incrementada por efeito sinergistico, uma vez que os flavonoides
isoladamente apresentaram atividade mais baixa que as fracdes, corroborando com
a proposta elaborada neste estudo. Além disso, Marcolin et al. (2013),
demonstraram efeito hepatoprotetor da quercetina em ratos.

O experimento com MTT foi primeiramente proposto por Mosmann (1983)
para avaliacdo da sobrevivéncia e proliferacdo de células de mamiferos, uma vez
que a coloracédo, obtida através da formacédo de cristais de formazan s6 é possivel
através das mitocdndrias de células vivas e viaveis. Quando o aumento da
proliferacdo celular de linhagens normais esta presente, pode-se associa-lo a
reparacao tecidual (ADETUTU; MORGAN; CORCORAN, 2011), o que também é um
fenbmeno importante no reestabelecimento do equilibrio da mucosa vaginal
(PATTERSON et al., 2010).

Quanto ao resultado encontrado em FAE, que apresentou aumento na
viabilidade celular de MCF7 e 3T3, pode-se sugerir tratar-se da reducdo do MTT a
formazam pelos flavonoides, que estdo em maior concentracao relativa nesta fracéo
do que nas demais. Este interferéncia ja foi descrita por alguns autores como Wang,
Henning e Heber (2010), Di e Kerns (2006) e Bruggisser et al. (2002). Os demais
extratos que apresentam flavonoides, porém em menor concentracdo relativa,

aparentemente ndo sofreram interferéncia na redugcdo do MTT ou, pelo menos, se
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presente, ndo influenciou na diferenca da resposta entre as diferentes linhagens de

células.

5.7. Atividade anti-inflamatéria in vitro

Ao se avaliar a producéo de citocinas (IL-17, IFN-y e TNF-a)) e NO frente a
EBH20, EBM e EBH em relacdo ao controle negativo estimulado, pode-se perceber
que o0 Unico extrato que apresentou reducdo significativa de todos os quatro
parametros analisados foi EBH na maior concentracéo testada. Este mesmo extrato
reduziu significativamente a producéo de NO e TNF-a na concentragcédo de 50 ug/mL
e se apresentou, de maneira geral, como mais promissor para futuros testes in vivo.
EBH20 reduziu significativamente a producédo de IL-17, IFN-y e TNF-ana
concentragéo de 100 ug/mL e apenas a IL-17 com 50 ug/mL. EBM, na concentragéo
de 100 pg/mL reduziu significativamente a producédo de IL-17 e TNF-a e apenas IFN-
vy ha com 50 ug/mL. Estes dados podem ser vistos na Figura 18.

Embora ndo tenha apresentado diferencas significativas entre os grupos
desafiados com o0s extratos, observa-se uma tendéncia de comportamento dose
dependente das atividades apresentadas na Figura 18, excetuando-se EBH20 e
EBM no teste de NO.

Na comparacdo com o controle negativo basal pode-se perceber que sé
houve aumento significativo nas menores concentracfes testadas, ou seja, 25
ug/mL. No tratamento com EBH:20, IL-17 e NO estavam aumentados e, no
tratamento com EBM, apenas a IL-17 estava aumentada.

Embora EBM e EBH20 nao tenham apresentado atividade contra NO, Lee

et al. (2013) demonstraram esta atividade para a quercetina.
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Figura 18 - Variagéo da producéo de citocinas (IL-17, IFN-y e TNF-o) e de Oxido

Nitrico (NO) por esplendcitos estimulados com concanavalina A na
presenca de extratos brutos de Gossypium barbadense L. C (-)s —
Controle negativo basal, C (-)e — Controle negativo estimulado.

Como pode ser observado na Tabela 3, os constituintes em maior proporgéo

detectados em CG-EM de EBH sdo o palmitato de etila e o linolenato de etila. A

despeito do linolenato de etila, do qual ndo sdo encontrados trabalhos na literatura
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descrevendo sobre algum possivel efeito anti-inflamatoério, sdo encontrados alguns
trabalhos que descrevem esta propriedade do palmitato de etila.

Um exemplo € o trabalho realizado por Saed et al. (2012). Este trabalho
descreve a acao do palmitato de etila e do palmitato de metila, um dos constituintes
minoritarios do EBH, como anti-inflamatério utilizando-se diversos modelos
sistémicos animais. Os autores demonstraram a diminuicdo do edema de pata, da
concentracdo de prostaglandina 2 nos exsudatos, da expressao de TNF-q, IL-6 e
NF-kB no plasma e do edema de orelha. Estes autores evidenciaram também a
atividade nos parametros histopatolégicos do processo inflamatorio. A equipe ainda
conclui que o palmitato de etila tem grande potencial como anti-inflamatério. O
estudo realizado por Radziah, Najwa e Nurfadilah (2011) demonstrou que o 6leo de
Adenanthera pavonina L. (Fabaceae) é rico em linolenato de metila, palmitato de
etila e estearato de butila e o estudo realizado por Maruthappan e Shree (2010)
demonstrou que o mesmo Oleo tem atividade anti-inflamatéria. Estes trabalhos
corroboram com a atividade encontrada neste estudo.

A atividade contra IL-17, IFN-y e TNF-a observada em EBM e EBH:20
provavelmente é devida a presenca dos flavonoides, que podem ser observados nas
Figuras 9 e 10. Varios estudos descrevem a atividade anti-inflamatoria destas
substéancias. O trabalho de Kim, Namgoong e Kim (1993) demonstrou a reducéo do
edema de orelha para tratamentos com agliconas de flavan-3-éis, flavanonas,
flavonas, flavonadis e isoflavonas. Pelzer et al. (1998) testaram 30 flavonoides (sete
flavanonas, 13 flavonas e 10 flavondis) e concluiu que todos apresentavam atividade
anti-inflamatoria, variando de acordo com sua estrutura e 0 método de uso.

Dentre os flavonoides encontrados nos extratos, destaca-se a quercetina em
EBM e EBH20. Liu e Lin (2013), ao analisarem a producgédo de IFN-y, IL-2, IL-12, IL-
10 e TNF-a, demonstraram que o suco do fruto de Morus alba L. (Moraceae), rico
em quercetina, apresenta potente atividade imunomodulatéria sobre macréfagos
peritoneais e sobre esplendécitos. Guo et al. (2013), demonstraram que a quercetina
e a quercetina-3-O-glicuronideo apresentam atividade inibitoria sobre inflamacao
causada por espécies reativas de oxigénio por bloquearem a ativacao de IKKB/NF-
kB. Estudo realizado por Garcia-Mediavilla et al. (2007) evidenciou que a quercetina
apresenta atividade moduladora contra iINOS, ciclooxigenase-2 e proteina-C reativa

aparentemente através do bloqueio da via do NF-kB.
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Héa escassez de trabalhos na literatura associando o género Gossypium com
a atividade anti-inflamatoria. O trabalho de Ji et al. (2012) demonstra que o extrato
de G. herbaceum é capaz de regular os niveis de IL-1RA/IL-1pB em ratos, sendo
considerado pelo autor como um potencial agente para prevenir a progressao de
doencas neurodegenerativas como o Alzheimer. Porém, vasta literatura, como 0s
trabalhos de Mika e Guruvayoorappan (2013), Romero-Cerecero et al. (2013),
Chiclana, Enrique e Consolini (2009), Afolayan et al. (2010), Ali et al. (2011), entre
outros, indicam extratos de plantas da familia Malvaceae como anti-inflamatérios.
Alguns destes trabalhos, como o de Afolayan et al. (2010) e o de Das, Datta e Nandy
(2012) atribuem esta atividade aos flavonoides presentes nos extratos, corroborando
com os resultados aqui encontrados.

Goldenberg et al. (2008) descreve que o0 processo inflamatério esta
envolvido em uma ou mais vias no PPM e alguns autores, como Leitich et al. (2003),
associam o PPM a VB. Além disto, Silver et al. (1989) descrevem que pacientes com
VB apresentam aproximadamente trés vezes mais chance de desenvolver
corioamnionite histoldgica. Alguns autores demonstraram a associacdo entre PPM
espontaneo com esta doenca e com o alto nivel de citocinas no soro, no liquido
amniético e no muco vaginal em mulheres (PUCHNER et al., 2011; SIMHAN et al.,
2011; GARGANO et al., 2008). Kemp et al. (2010) reforcam esta ideia descrevendo
que a expressao de citocinas como, por exemplo, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, esta
associada ao PPM através do regulacdo positiva de prostaglandinas,
metaloproteinases de matriz e outros fatores cérvico-uterinos.

Assim sendo, a resposta anti-inflamatdria encontrada para os extratos brutos
de G. barbadense sugere um potencial para novos estudos in vivo relacionados com
a prevencado do PPM, uma vez que estes extratos apresentaram atividade in vitro
contra duas etiologias importantes, a bactéria G. vaginalis e a inflamac&o. Com este
panorama em mente, vale destacar que a terapia multialvo é mais efetiva e menos
vulneravel a resisténcia adaptativa, pois os sistemas biolégicos apresentam maior
dificuldade em compensar a agcdo de duas ou mais substancias ao mesmo tempo
(KEITH; ZIMMERMANN, 2004).

Sabe-se também que, embora a VB nédo seja um fator predisponente para a
doenca inflamatoria pélvica (NESS et al.,, 2004), sua presenca esta muitas vezes

associada a esta doenca, mesmo quando assintomatica (HAINER; GIBSON, 2011) e
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também com o risco aproximadamente quatro vezes maior de a paciente apresentar
endometrite pos-parto (WATTS et al.,, 1990). Mais uma vez o0s extratos testados
aparecem como uma possibilidade para futuros estudos in vivo, visando demonstrar
o potencial para terapia multialvo, uma vez que apresentou atividade in vitro contra o
principal causador da VB e contra a inflamacdo, que esta presente na doenca
inflamatoria pélvica ou prevenindo a endometrite pos-parto.

A cada dia estd mais evidente que diversas doencas possuem etiologia
multicausal e uma complexa patofisiologia, que podem ser tratadas mais
efetivamente com o sinergismo de farmacos do que com um farmaco que vise
apenas um alvo (WAGNER, H., 2011). Isto pode ser observado nos tratamentos
bem estabelecidos atuais contra AIDS, cancer, malaria, hipertensdo e infeccoes.
Outra quebra de paradigma € a adocdo da multiterapia que foca principalmente nos
mecanismos de defesa e reparo do organismo em detrimento do combate apenas a
doenca (CSERMELY; AGOSTON; PONGOR, 2005). A propria PNPIC, entende a
Fitoterapia como pratica integrativa e complementar, buscando interagir mais de
uma forma de tratamento das doencas (BRASIL, 2006).

Este trabalho associa-se a outros como os de Oliveira, A.P., et al. (2012), de
Trinh et al. (2011) e de Leite et al. (2011) na busca de recursos naturais para o
tratamento da vaginose bacteriana, mostrando a necessidade atual de novas opcoes
terapéuticas para o tratamento desta doenca. Cita-se em especial o trabalho de
Vuuren e Naidoo (2010) no qual foi realizada uma triagem com 24 plantas que,
assim como G. barbadense, sdo provenientes de pesquisa etnofarmacoldgica
prévia.

Feitas estas consideracdes, os extratos de G. barbadense, principalmente
EBM e FDM, apresentaram resultados in vitro relevantes que sugerem coeréncia
com o habito popular como tratamento da vaginose bacteriana, quadro muito
complexo que envolve a proliferacdo de anaerdbios, principalmente Gardnerella
vaginalis, destruicdo de células da mucosa vaginal e pode estar associada, como

causa ou consequéncia, as doencas inflamatorias.
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6. CONCLUSAO

O flavonoide isolado de FAE, presente em EBM e suas fracbes € uma
quercetina com substituicdo na hidroxila da posigéo 3.

G. barbadense apresentou-se rica em terpenoides e ésteres de &cidos
graxos, sendo os majoritarios de EBH o palmitato de etila e o linolenato de etila e os
de FH o fitol, o palmitato de metila e o linolenato de metila.

Os extratos e fracbes ndo foram citotdxicos na metodologia in vitro
empregada.

Dentre os extratos brutos, EBH apresentou a maior atividade anti-
inflamatéria in vitro para a producédo de NO e citocinas (IL-17, IFN-y e TNF-a).

EBM e FDM apresentaram atividade contra G. vaginalis, tendo o segundo se
apresentado mais eficiente que o farmaco de escolha (metronidazol) na metodologia
in vitro empregada.

As atividades biologicas encontradas para EBM e FDM, obtidos de folhas de
Gossypium barbadense L. contribuem para a confirmagao da indicagéo popular para
o tratamento da vaginose bacteriana. Novos estudos in vivo se fazem necessarios

para a confirmacéo destas atividades quando em sistemas biolégicos complexos.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissido de Etica na Experimentacao Animal

CFRTIFI{ADO

Certificamos que o Protocolo n' 068/2012— CEEA sobre “AVALIACAO DA
ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DOS EXTRATOS DE GOSSYPUIM
BARBADENSE L. EM ESPTENOCITOS ISOLADOS DE CAMUNDONGOS”,
projeto de pesquisa sob a responsabiidade de JOSE OTAVIO DE AMARAL
CORREA, estd de acordo comn os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/10/2012. Para o
desenvolvimento da pesquisa foram liberados 20 animais da linhagem BALB/c (20

fémeas). conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 068/2012- CEEA about “AVALIACAO DA
ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DOS EXTRATOS DE GOSSYPUIM
BARBADENSE L. EM ESPLENOCITOS ISOLADOS DE CAMUNDONGOS’, under
responsability of JOSE OTAVIO DE AMARAL CORREA - is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
02/10/2012. For the development of this research 20 animals (20 female) lineare

BALB/c were released, as requested

Juiz de lTora, 04 de outubro de 2012.

.

Presidente/EEA pl Secretario/CEEA

107



ANEXO B

108

TABELA 8 - Perfil de resisténcia das cepas testadas de Gardnerella vaginalis aos
antibiéticos presentes no mercado brasileiro.

CIM (pg/mL)

AMP | AMP+SUB | MTZ CLI CLO SEC TINI
02.1 1* 1 128** 0,0625 0,5 >64** 64**
02.2 2%* 2 1024** | 0,0625 1 >64** | >64**
02.3 2%* 1 1024** | 0,0625 1 >64** | >64**
02.4 0,5 0,5 128** 0,0625 0,5 4 2
103.1 4** 2 1024** | 0,0625 0,5 >64** | >64**
103.2 4** 2 1024** | 0,0625 0,5 >64** | >64**
104.4 2%* 1 64** 0,0625 1 64** 64**
109.1 2%* 1 1024** | 0,0625 0,5 >64** 64**
1131 2%* 2 16* 0,0625 0,5 8 4
118.1 2%* 1 32** 0,0625 1 >64** 64**
126.1 2%* 1 8 0,0625 0,5 8 2
126.2 16** 4 32** 0,0625 1 64** 16*
127.3 0,5 0,5 4 0,0625 0,125 8 2
128.1 2%* 0,5 8 0,0625 1 >64** | >64**
134.4 1* 0,5 8 0,125 1 16* 8
135.1 4** 2 8 0,0625 1 32** 8
135.2 2%* 2 8 0,0625 0,25 32** 8
1354 1* 0,5 8 0,0625 0,25 32** 8
135.5 2%* 0,5 8 0,0625 0,25 32** 8
138.1 4** 1 256** 0,5 1 32** 32**
139.3 1 0,25 16* 0,0625 0,5 64** 32**
201.1 0,25 0,125 16* 0,25 0,5 16* 2
ATCC
14018 0,5 0,25 16 0,0625 4 4 4
ATCC
14019 0,5 0,25 16 0,0625 4 4 4
CIM 50 2%* 1 16* 0,0625 0,5 32** 16*
CIM 90 4** 2 1024** 0,25 1 >64** | >64**
Variagcdo | 0,25-4 0,125-4 | 4-1024 | 0,0625-64 | 0,125-4 | 4->64 | 2->64

AMP — ampicilina; AMP + SUB — ampicilina associada a sulbactam; MTZ — metronidazol; CLI —
clindamicina; CLO — cloranfenicol; SEC — secnidazol; TINI — tinidazol; ** - resisténcia ao antibiético; * -
resisténcia intermediaria ao antibiético.

Fonte: Adaptado de Knupp (2013).



