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RESUMO 

 

Folhas de Gossypium barbadense L. (Malvaceae), conhecido como algodoeiro, são 

utilizadas popularmente para o tratamento de corrimento vaginal. A principal 

etiologia é a vaginose bacteriana (VB). VB é uma infecção complexa, na qual várias 

bactérias anaeróbias estão presentes, sendo a de maior incidência Gardnerella 

vaginalis. VB causa o aumento do corrimento vaginal, lise de células epiteliais 

vaginais, podendo causar parto prematuro (PPM), e outras complicações durante a 

gravidez. O mecanismo de PPM não está totalmente elucidado, porém uma proposta 

bem aceita é a de inflamação das membranas fetais. No presente trabalho 

avaliaram-se as atividades de extratos brutos e frações semi-purificadas de folhas 

de G. barbadense: 1) contra G. vaginalis, 2) citotóxica contra Artemia salina, 3) na 

viabilidade celular de células saudáveis (3T3) e cancerosas (MCF7) e 4) anti-

inflamatória no perfil de citocinas (IL-17, TNF- e INF-) e NO. Além disso, foi 

realizado o perfil cromatográfico dos extratos e frações semi-purificadas em CCD, 

CLAE-DAD e CG-EM e o isolamento de um flavonoide que foi identificado utilizando-

se RMN 1H, COSY e HSQC como sendo uma quercetina com substituição na 

hidroxila do carbono 3. Os extratos e frações polares mostram-se ricos em 

flavonoides, enquanto os apolares mostraram-se ricos em terpenoides e ácidos 

graxos saturados e insaturados. A fração diclorometânica (FDM) do extrato bruto 

metanólico (EBM) apresentou substâncias dos extratos polares e apolares. EBM e 

FDM apresentaram atividade expressiva contra G. vaginalis, aparentemente devido 

ao sinergismo entre flavonoides e substâncias apolares. EBM e FDM não 

apresentaram citotoxicidade contra A. salina e, em conjunto com as frações 

hexânica (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 hexânico (EBH) apresentou melhor atividade anti-inflamatória. Os demais 

extratos apresentaram menor atividade. Extratos e frações de folhas de G. 

barbadense, principalmente EBM e FDM, apresentam potencial para futuros estudos 

in vivo visando a confirmação das atividades em sistemas biológicos complexos. 

 

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

inflamação, 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- e INF-) 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 1H, 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. INTRODUÇÃO 

 

 

A utilização de plantas medicinais é uma prática comum entre diversas 

populações ao redor do mundo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 

1998), 80% da população dos países em desenvolvimento recorre às medicinas 

tradicionais para atender suas necessidades básicas de saúde. Esta agência 

também considera que o incentivo à utilização de plantas medicinais na atenção 

primária à saúde tem aumentado a popularidade das plantas medicinais em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento. 

No Brasil não é diferente. Como um exemplo do incentivo governamental à 

fitoterapia, cita-se a Portaria nº 971/2006 (BRASIL, 2006), a qual aprova a Política 

Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de 

Saúde e o Decreto n° 5813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Política Nacional 

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos. Além disso, novas legislações estão sendo 

publicadas, destacando- se a RDC n° 10, de 9 de março de 2010, que dispõe sobre 

a notificação de drogas vegetais junto à ANVISA (BRASIL, 2010a) e a Portaria n° 

886, de 20 de abril de 2010, que institui a Farmácia Viva no âmbito do Sistema 

Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2010b). No estado de Minas Gerais, foi aprovada a 

Política Estadual de Práticas Integrativas e Complementares, que segue as 

diretrizes nacionais (MINAS GERAIS, 2009). 

Dados preliminares anteriores obtidos em pesquisas etnofarmacológicas 

(ALVIM et al., 2008; CALIL et al., 2008; MACEDO et al., 2008; PIMENTA et al., 

2009; SANTO et al., 2008) indicam vasta utilização de folhas do algodoeiro, 

Gossypium barbadense L., para o tratamento de corrimento vaginal (leucorreia) por 

usuários da Estratégia Saúde da Família na Zona da Mata Mineira. 

Segundo Nelson, A.C. e Kursar (1999), as indicações terapêuticas de 

extratos de plantas são, na maioria dos casos, empíricas, e praticantes da fitoterapia 

acreditam que o extrato total tem ação melhor que a dose equivalente da substância 

isolada. Trabalhos recentes têm demonstrado a presença de interação e 

amplificação do efeito em diferentes extratos de plantas, assim como entre 

substâncias do mesmo extrato (BIAVATTI, 2009), este efeito também é descrito por 

Wagner, H. e Wiesenauer (2006). 
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Doenças que envolvem alteração no corrimento vaginal, principalmente a 

vaginose bacteriana, são de etiologia muito complexa. Em doenças de etiologia 

muito variável, a terapia multialvo é mais efetiva e menos vulnerável à resistência 

adaptativa, pois os sistemas biológicos apresentam maior dificuldade em compensar 

a ação de duas ou mais substâncias ao mesmo tempo. Como resultado, a terapia 

focada em apenas um alvo tem se mostrado incapaz de combater eficientemente 

quadros patológicos complexos como as doenças infecciosas (KEITH; 

ZIMMERMANN, 2004). 

Neste âmbito, a seleção etnofarmacológica de plantas para pesquisa e 

desenvolvimento, baseada na alegação feita de um dado efeito terapêutico em seres 

humanos, pode ser um valioso “atalho” para a descoberta de novos fármacos ou 

substâncias promissoras. Neste contexto, o uso tradicional pode ser encarado como 

uma pré-triagem quanto à propriedade terapêutica (ELISABETSKY, 2003). Porém, a 

OMS (1998) preconiza que para que as plantas medicinais possam ser usadas pela 

população com segurança, suas atividades, composição química e toxicidade devem 

ser estudadas. 

Dado o exposto, este trabalho se torna relevante pela contribuição para a 

comprovação da utilização popular de G. barbadense contra o corrimento vaginal, 

com enfoque em algumas atividades que participam desta doença, tais como 

atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis, viabilidade de células normais 

e atividade anti-inflamatória. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1. Espécie em estudo, Gossypium barbadense L. 
 

 

2.1.1. Descrição botânica e dispersão 
 

 

Malvaceae Juss. é uma família constituída de ervas, subarbustos, arbustos, 

lianas e raramente árvores de pequeno porte, com cerca de 250 gêneros e 4200 

espécies, sendo que, no Brasil, ocorrem cerca de 80 gêneros e 400 espécies 

(SOUZA; LORENZI, 2005). 

Gossypium L., pertencente à Malvaceae, é conhecido popularmente pelas 

espécies de algodoeiros. Atualmente são descritas 49 espécies, as quais estão 

distribuídas principalmente nos trópicos e subtrópicos, onde são encontradas em 

regiões áridas ou semi-áridas. As duas espécies cultivadas mais importantes são 

Gossypium hirsutum L. e Gossypium barbadense L. (ADAMS, K.L.; WENDEL, 2004; 

FRYXELL, 1965). A espécie G. hirsutum, mais amplamente estudada, é originária da 

região que compreende a Guatemala e o México, na América Central, e G. 

barbadense entre o norte do Peru e o sul do Equador, sendo endêmica na América 

do Sul (BRUBAKER et al., 1999; STHEPHENS, 1967). No Brasil, esta espécie é 

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 Utilização popular e importância econômica 

 

 

Plantas pertencentes à família Malvaceae são amplamente conhecidas por 

suas propriedades medicinais. Em estudos etnofarmacológicos realizados em 

diferentes regiões do mundo, as espécies são relatadas para o tratamento de 

inflamações, feridas, depurativo do sangue, vitiligo, gonorreia, diarreia, doenças 

renais, bronquite, cólica, gripe, inflamação uterina, dor, ansiedade, taquicardia, 
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labirintite, mordida de cobra, pneumonia, hipertensão, úlcera, conjuntivite, diurese, 

febre, reumatismo, amigdalite, obesidade, menorragia, hemorragia uterina, fratura, 

infertilidade feminina, leishmaniose, urina adstringente, anúria, entre outras (BIESKI 

et al., 2012; BOURDYA; WALTERB, 1992; CARRIÓ; VALLÈS, 2012; KALAYOU et 

al., 2012; NGUEGUIM et al., 2012; ODONNE et al., 2011; SHANG et al., 2012). 

O gênero Gossypium L. é conhecido principalmente pelas fibras têxteis, 

naturais. Sua utilização concentra-se na indústria de fiação e tecelagem e na 

indústria de alimentação animal, na forma de farelo, e humana, como óleo, além de 

amplo número de produtos secundários, apresentando grande importância 

socioeconômica, com uso principalmente das sementes (RIGON et al., 2008). As 

plantas deste gênero são tão importantes economicamente que estudo atual 

conduzido por Paterson et al. (2012) demonstrou a herança genética de espécies de 

Gossipium e como esta herança influencia na produção de fibras. 

São plantas de grande utilização popular para o tratamento de doenças. G. 

hirsutum apresenta indicações das folhas para disenteria, hemorragia uterina, 

cicatrizante; da raiz para perda de memória, amenorreia, distúrbios da menopausa, 

impotência sexual; das flores e dos frutos verdes para micoses; do óleo da semente 

como purgativo, vermífugo, combate a piolhos, além de ser indicada para o atraso 

da puberdade em veterinária (DILSHAD et al., 2008; LORENZI; MATOS, 2008). G. 

barbadense apresenta citações populares para depurativo do sangue, dor de 

estômago, vitiligo, inflamação, 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. Composição química 

 

 

Das várias espécies de Gossypium já foram isolados terpenoides fixos e 

voláteis, quinonas terpenoídicas, ácidos graxos, flavonoides, taninos condensados e 

oligossacarídeos (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; SADYKOV, 1970; SMITH, 1967; STIPANOVIC et al., 2006; STRUCK; 

KIRK, 1970; UZBEKOV et al., 2013; WAGNER, T.A. et al., 2012; ZHENG; MORT, 

2008). 

As substâncias quercetina, campferol, quercimeritrina, isoquercitrina, 

gossipitrina, gossipina e herbacitrina foram os primeiros flavonoides isolados para o 

gênero (PAKUDINA; SADYKOV; DENLIEV, 1965). Essas substâncias estão 

ilustradas na Figura 1. Desde então, muitos outros flavonoides, que diferem 

principalmente pelas glicosilações e metilações, 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 flavonóis derivados de quercetina ou campferol em 

extrato hidroalcoólico de flores de G. herbaceum. 

 

 

 

Figura 1 – Primeiros flavonoides isolados do gênero 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 concluíram que os fenólicos diferem 

qualitativa e quantitativamente nas formas in vitro e in vivo de cultivo. 

Outro metabolito especial de grande importância encontrado nos algodoeiros 

é o gossipol (Figura 2), um dímero de sesquiterpenos aromáticos 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 ocorrência natural em espécies de Malvaceae, podendo ser 

encontrado naturalmente nas sementes, folhas e raízes de plantas de Gossypium 
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(ABOU-DONIA, 1976). Porém, segundo Bell et al. (1975) a quantidade desta 

substância pode ser muito pequena, tornando sua detecção muito difícil. 

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, raízes das plântulas 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).  

 

 

Figura 2 – Estrutura química do gossipol e outros terpenoides provenientes da 
mesma rota biossintética, encontrada no gênero Gossypium 
(Malvaceae). 

 

O óleo essencial de G. barbadense foi investigado por Essien, Aboaba e 

Ogunwande (2011), onde foram identificados os terpenos tricicleno, acetato de 

bornila, α-pineno, α-terpineno, isoledeno e β-pineno. Não foi identificado nenhum 

sesquiterpenoide oxigenado, sendo notada também a ausência de α- e β-bisabolol, 

óxido de bisaboleno, óxido de cariofileno e α-copaeno, que são marcadores 

específicos de outras espécies de Gossypium. 
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2.1.4. Atividades biológicas 

 

 

Diversos trabalhos já foram realizados com espécies de Gossypium, 

variados órgãos, para verificar as suas atividades biológicas de diversas partes da 

planta.  

O extrato metanólico de sementes de G. barbadense apresentou boa 

atividade antioxidante e não demonstrou atividade antifúngica e citotóxica contra 

células amnióticas humanas. Este estudo demostrou ainda, a atividade 

antimicrobiana dos extratos aquoso, metanólico e diclorometânico das sementes 

contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus e Pseudomonas 

aeruginosa (AL-FATIMI et al., 2007). A atividade antimicrobiana foi demosntrada 

também utilizando óleo fermentado de sementes de G. hirsutum contra patógenos 

entéricos (FALEGAN; DAVID, 2007). O extrato aquoso da farinha de sementes de G. 

barbadense apresentou-se tóxico, causando danos aos tecidos testicular, hepático, 

renal e muscular (THOMAS et al., 1991). Porém, em estudo com objetivo de se 

verificar a toxicidade de um fitoterápico a base de G. herbaceum, o extrato 

hidroalcoólico não mostrou toxicidade sistêmica na dose terapêutica. Em doses mais 

altes, o extrato apresentou alterações no ganho de peso, parâmetros bioquímicos e 

hematológicos (MELLO et al., 2008). 

Foi demonstrado por Sarr et al. (2010) e Mans et al. (2004) que o extrato 

hidrometanólico de folhas de G. barbadense aumenta a contração do músculo liso 

traqueal por ter ação agonista à acetilcolina, não podendo ser usado como 

espasmolítico. 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 não com os 

receptores histaminérgicos e adrenérgicos. 

O extrato metanólico de folhas G. herbaceum apresentou atividade diurética 

semelhante à da furosemida (NARASIMHA et al., 2008). Patil et al. (2008) 

demonstraram que o extrato metanólico de G. arboreum apresentou atividade 

antiúlcera. 

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

que o óleo 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 não é 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 proliferação de fibroblastos e demostrou atividade 

antimicrobiana e antioxidante. Os autores sugerem que os flavonoides presentes no 

extrato poderiam ser os responsáveis por efeitos que favorecem a cicatrização. 

Choi et al. (1998) demostraram que o fracionamento do extrato metanólico 

de bolas de algodão imaturo de G. indicum apresentou atividade antiproliferativa 

seletiva contra células tumorais (melanoma murino e células de leucemia), não 

apresentando atividade contra timócitos. Os flavonoides aparentemente majoritários, 

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 

proliferação de seu predador. Badria et al. (2001) mostraram que o gossipol e 

gossipolona apresentam atividade antifúngica. Bell e Stipanovic (1977) 

demonstraram que embora esteja presente nas glândulas lisígenas, o gossipol não é 

o principal responsável 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 único isômero que é significativamente tóxico para 

animais, e a proporção de (+) ou (-)-gossipol não 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 o 6,6’-dimetoxi gossipol como substâncias antimicrobianas. 
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2.2. Leucorreia 

 

 

A secreção vaginal é uma resposta fisiológica do organismo feminino. 

Quando não existe processo patológico envolvido, a secreção vaginal apresenta-se 

de cor clara ou branca, sendo composta de líquidos cervicais, podendo variar na 

quantidade e no aspecto, dependendo do período do ciclo menstrual. No entanto, 

quando algum processo infeccioso ou inflamatório encontra-se presente, as 

características da secreção modificam-se, caracterizando o corrimento vaginal 

patológico (BATES, 2003; MCCATHIE, 2006). 

A leucorreia, também conhecida como corrimento vaginal, é uma das 

preocupações mais frequentes entre as mulheres, principalmente, nas que estão em 

idade reprodutiva (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). Uma mulher adulta em 

idade fértil produz cerca de 1 a 4 mL de secreções vaginais por dia. Este corrimento 

consiste de secreções de glândulas endocervicais, descamação de células vaginais, 

bactérias (parte da microbiota vaginal residente), exsudato do plexo venoso 

perivaginal e secreção das glândulas vulvares. Um fluxo constante drena as 

secreções da vagina para o vestíbulo, permitindo a externalização dos componentes 

desta secreção. Este processo é conhecido como corrimento vaginal clássico ou 

fisiológico (BOHBOT, 2008). 

Muitas mulheres tem a percepção de que o corrimento vaginal é causado 

por alguma forma de doença. Embora seja um sintoma inespecífico e pouco 

preditivo de doenças sexualmente transmissíveis (DST), as mulheres geralmente 

assumem que qualquer diferença na secreção vaginal é devido às DST 

(MCCATHIE, 2006). No Brasil, esta alteração, é um dos principais motivos para a 

procura do serviço de saúde em DST (BRASIL, 2008). 

Um estudo, conduzido em Fortaleza/CE, analisou 5148 formulários de 

registro médico de pacientes que apresentavam sintomas de doença genital 

atendidos no serviço de atenção primária à saúde entre 1999 e 2008. Este trabalho 

mostrou que a condição de maior prevalência (44%) foi a presença de corrimento 

vaginal e/ou cervicite (CAVALCANTE et al., 2012). 

Na Tabela 1 estão descritos os principais motivos de alteração na secreção 

vaginal. Além de descreverem os principais fatores associados à alteração do 
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corrimento vaginal, McCathie (2006) e Ferracin e Oliveira, R.M.W. (2005) indicam 

que o fator de maior incidência na alteração do corrimento vaginal é a vaginose 

bacteriana, seguida da candidíase. 

 

Tabela 1 – Principais fatores associados à alteração do corrimento vaginal. 

Infeccioso Não infeccioso 

Vaginose bacteriana (VB) Ectrópio cervical 

Candidíase Pólipo cervical 

Chlamydia trachomatis* Retenção de contraceptivos 

Neisseria gonorrhoeae* Alergia 

Trichomonas vaginalis* Iatrogenia/Trauma 

Herpes simplex cervical* Neoplasma 

Verrugas cervicais* Fístula (retovaginal/vesicovaginal) 

Sífilis primária (vaginal/cancro cervical) Vaginite atrófica 

Pós-operatório/pós-aborto/ 

Infecção pélvica puerperal 
Gravidez 

Síndrome do choque tóxico Condições dermatológicas 

* - Infecções transmitidas sexualmente.  

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

 

 

2.2.1. Variações no corrimento vaginal por alterações fisiológicas 

 

 

As secreções vaginais estão sujeitas a variações fisiológicas como idade, 

ciclo menstrual (aumentada no período pré-ovulatório), gravidez, pós-parto, uso de 

medicamentos (hormônios, contraceptivos) e uso de excitantes sexuais. É 

importante ressaltar que este tipo de leucorreia fisiológica pode, transitoriamente, 

apresentar-se irritante ou com odores fortes (BOHBOT, 2008), no entanto não 

caracteriza uma doença. 

As primeiras secreções vaginais aparecem meses antes da menarca. Estes 

primeiros fluidos são muito variáveis quantitativa e qualitativamente, dependendo do 

período e de irregularidades hormonais. Já durante a menopausa, sem o uso da 
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terapia de reposição hormonal, observa-se um espessamento e diminuição da 

secreção, causando desconforto. No entanto, a reposição hormonal e/ou a adição de 

estrogenioterapia vaginal suplementar podem reverter este quadro. A grande carga 

hormonal da gravidez é acompanhada por grande quantidade de secreção vaginal 

(BOHBOT, 2008). 

No período da ovulação, as secreções se tornam abundantes, como 

resultado da secreção de muco para favorecer o transito dos espermatozoides até o 

útero. Na fase pré-menstrual, as secreções se tornam mais espessas, devido à 

descamação significativa do epitélio vaginal. As secreções de pacientes que utilizam 

contraceptivos hormonais variam dependendo do tipo de contracepção, 

apresentando tendência a diminuição com o uso de progestina (BOHBOT, 2008). 

A flutuação dos níveis de estrogênio podem causar alterações no corrimento 

vaginal. A vaginite atrófica, caracterizada por uma inflamação relacionada com a 

atrofia da mucosa vaginal está associada à esta flutuação. Esta atrofia pode ocorrer 

na menopausa, período pós-parto, amamentação, durante radio ou quimioterapia ou 

ainda em mulheres em tratamento antiestrogênico (BATES, 2003). Com a 

diminuição do estrogênio, o epitélio vaginal torna-se fino e a lubrificação vaginal 

diminui. Estas alterações levam a uma redução da microbiota de Döderlein 

(lactobacilos) e um consequente aumento do pH, favorecendo a proliferação de 

outras bactérias, levando assim à alteração 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 após a menopausa, se não houver reposição 

hormonal. A acidez das secreções vaginais é importante para limitar a proliferação 

bacteriana (bacteriostase fisiológica) e a adesão de bactérias às células epiteliais 

vaginais, sendo importante para o controle de infecções vaginais. Os lactobacilos 

são responsáveis por esta ação por liberarem ácido lático, produzido por hidrólise do 

glicogênio contido nas células vaginais (BOHBOT, 2008). 

Em uma mulher adulta em idade fértil são encontrados aproximadamente 

108 a 109 microrganismos/mL de secreção vaginal, sendo cerca de 90% lactobacilos. 

Os lactobacilos mais frequentemente encontrados na microbiota vaginal de mulheres 
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sadias são Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus gasseri e 

Lactobacillus iners (SRINIVASAN et al., 2012; VASQUEZ et al., 2002; VERHELST et 

al., 2005), porém, em razão das variações naturais, nem todas as mulheres 

apresentam as mesmas bactérias em sua microbiota vaginal, podendo ser composta 

por uma ou várias espécies deste gênero além de outras bactérias (DEVILLARD et 

al., 2004). 

A função dos lactobacilos na manutenção da microbiota vaginal normal é 

particularmente importante durante a gravidez, onde a ocorrência 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 

assintomático (LEITICH; KISS, 2007). 

Os demais 10% que compõem a microbiota residente da vagina são 

representados por bactérias, sendo a maioria de anaeróbios. 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 estão presentes, compondo uma pequena parcela da 

microbiota vaginal (PRIESTLY et al., 1997; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008). O 

equilíbrio entre estes microrganismos e os lactobacilos (naturalmente acidófilos) é 

fornecido pelo pH vaginal. Muitos fatores endógenos, como deficiência de 

estrogênio, e exógenos, como duchas vaginais, excesso ou falta de higiene e uso de 

antibióticos, podem alterar este equilíbrio, criando condições favoráveis para o 

surgimento de infecções (BOHBOT, 2008). 

 

 

2.2.2. Infecções 

 

 

A vagina, do ponto de vista ecológico, pode ser considerada um sítio 

anatômico complexo, onde mais de 50 espécies de microrganismos já foram 

isoladas e vivem em harmonia, e por isso são consideradas comensais, mas que 
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podem, em situações de desequilíbrio, tornarem-se patogênicas (GIRALDO et al., 

2005; LIVENGOOD, 2009). Segundo Bohbot (2008), a maioria das leucorreias 

patológicas é encontrada nesta categoria, sendo causadas tanto por bactérias 

quanto por fungos. Estas infecções estão relacionadas a mudanças imunológicas ou 

na microbiota vaginal. 

Baksu et al. (2005) e McCathie (2006) indicam que a segunda maior causa 

de corrimento vaginal patológico é a infecção por Candida albicans. Estudos indicam 

este patógeno como principal agente responsável pela candidíase vulvovaginal 

(CVV) em países desenvolvidos e subdesenvolvidos (DE VOS et al., 2005; 

FERRAZZA et al., 2005). 

A CVV é uma infecção 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 à propensão de colonização por C. albicans, até 30% das mulheres 

desenvolvem CVV como complicação do tratamento de VB (FERRIS et al., 1995), 

sendo que a incidência desta afecção tem aumentando consideravelmente nas 

últimas décadas (DAN; POCH; LEVIN, 2002). Esta condição é caracterizada por 

erosão do colo uterino e inflamação (RIVERO; CENTENO; DÍAZ, 2003) devido à 

invasão do epitélio por pseudohífas (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 incidência 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 único agente etiológico 

encontrado significativamente maior em mulheres com vaginose, na época ainda 

chamada de vaginite inespecífica, do que em mulheres saudáveis, não significando 

porém que é o único microrganismo responsável por esta enfermidade. 

Gardnerella vaginalis é um cocobacilo Gram variável e anaeróbio facultativo 

que 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 infecção, previamente 

classificado como vaginite não-específica, sendo detectado em pacientes 
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sintomáticos. O interesse científico pelo seu estudo se relaciona ao fato desta 

bactéria ser identificada na quase totalidade das mulheres com vaginose bacteriana, 

exercendo papel importante na sua patogênese (CASTELLANO-FILHO; DINIZ; 

SILVA, 2010; LIVENGOOD, 2009; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008). 

Segundo Fredricks et al. (2007), G. vaginalis sozinha nem sempre é capaz 

de desenvolver um quadro de vaginose bacteriana. Com o avanço das ferramentas 

moleculares, Oakley et al. (2008) confirmaram que G. vaginalis não é a única 

responsável pela VB, sendo esta patologia associada à uma quantidade e 

diversidade maior de anaeróbios. Hoje sabe-se que a vagina é, indiscutivelmente, 

colonizada por diversas bactérias anaeróbias durante a VB, mas há décadas vem 

sendo discutido se os sintomas são consequência da ação de todas as bactérias ou 

se existe uma espécie principal que dá origem à 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 são 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 não cause 

vaginose bacteriana isoladamente, geralmente são as bactérias que iniciam o 

processo de infecção, sugerindo que estes cocobacilos podem ter maior potencial de 

patogenicidade em condições que promovam a expressão de seus fatores de 

virulência.  

Estudos associam fatores de virulência desta bactéria à sua patogenicidade, 

como no trabalho realizado por Swidsinski et al. (2005), no qual a capacidade de 

formação de biofilme 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 colonização dos demais anaeróbios. G. vaginalis produz a toxina 

vaginolisina, a qual é da família de toxinas formadoras de poros dependentes de 

colesterol, que lisam os eritrócitos do sangue humano e as células do epitélio vaginal 

(GELBER et al., 2008). Patterson et al. (2010) demonstraram que após a aderência, 

G. vaginalis causa lise das células epiteliais vaginais apresentando o alto nível de 

citotoxicidade, sendo que nenhum dos demais anaeróbios testados causaram danos 

as células, como mostrado na Figura 3. Segundo Knupp (2013), o gene responsável 

pela vaginolisina está 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 produção de lipases extracelulares 

aumenta a habilidade de certos microrganismos de colonizar as superfícies do 

hospedeiro (GATTO et al., 2002).  

 

 

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

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

Além dos inúmeros fatores de virulência que contribuem para sua 

patogênese, G. vaginalis já foi identificada como agente etiológico isolado de 

doenças fora do sistema reprodutor feminino, como osteomielite vertebral e discite, 

vasculite retinal, artrite aguda no quadril e bacteremia (GRAHAM et al., 2009; 

LAGACÉ-WIENS et al., 2008; NERI et al., 2009; SIVADON-TARDY et al., 2009). 

Alguns estudos destacam que a infecção por esta bactéria pode evoluir para 

quadros mais graves, como doença inflamatória pélvica, neoplasia intraepitelial 

cervical (MORRIS et al., 2001).  
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Em pacientes de obstetrícia, este patógeno é reconhecido por causar 

infecções incomuns, porém graves. G. vaginalis já foi identificada como agente 

etiológico em sepse puerperal, endometrite, aborto septicêmico, infertilidade tubária, 

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 infecções são 

consideras oportunistas, espalhando-se da vagina para o útero e trato geniturinário 

como resultado do dano à mucosa durante o parto (AROUTCHEVA et al., 2001). 

Wiesenfeld et al. (2002) demonstraram que, apesar de a vaginose bacteriana ser um 

quadro não inflamatório, ele pode aumentar o risco do surgimento da doença 

inflamatória pélvica. 

Os fatores de virulência citados, em conjunto com a facilidade que este 

anaeróbio facultativo apresenta em desenvolver outros quadros patológicos, 

sugerem que G. vaginalis é um fator chave na patogênese da VB (PATTERSON et 

al., 2010). 

Klomp et al. (2008) demonstraram a relação de G. vaginalis x Lactobacillus 

sp. em casos de mulheres com VB e de mulheres sadias. Embora os autores 

concluam que estudos com uma população maior são necessários, eles 

demonstraram que mulheres doentes apresentaram aumento da população de G. 

vaginalis em detrimento da população de Lactobacillus sp., sendo o inverso 

encontrado em mulheres sadias. 

O diagnóstico de vaginose bacteriana é simples e segue o critério 

estabelecido por Amsel et al. (1983), que leva em consideração quatro condições: a) 

corrimento branco-acinzentado aderente, b) positivo no teste de sniff/whiff após 

adição de hidróxido de potássio 10%, c) pH vaginal acima de 4,5 e d) presença de 

clue cells em microscopia (Figura 4).  
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Figura 4 – Micrografia de alta resolução de clue cell, na qual se observa a perda dos 

limites das células epiteliais vaginais devido à aderência 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 abstinência sexual e utilização 

de duchas vaginais com peróxido de hidrogênio a 1,5 %. O tratamento farmacológico 

de escolha consiste em metronidazol ou clindamicina, com opções de formulações 

para uso oral ou tópico (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). Porém, Knupp 

(2013) demonstrou altos níveis de resistência bacteriana ao metronidazol e outros 

nitroimidazóis, como o secnidazol o tinidazol. A clindamicina mostrou-se com boa 

atividade contra G. vaginalis, com 6,9% de resistência. 

Segundo Ferracin e Oliveira, R.M.W. (2005), o uso do metronidazol não 

deve ser associado ao consumo de álcool durante a terapia, e por três dias após a 

suspensão do tratamento, para se evitar a possibilidade de efeito dissulfiram, que é 

uma hipersensibilidade ao álcool com reações adversas como depressão 

respiratória, arritmias cardíacas e convulsões. Além disso, a terapêutica sistêmica 

com metronidazol deve ser evitada no primeiro trimestre da gestação (BATES, 

2003), no entanto, existindo indicação, o metronidazol ou clindamicina podem ser 

utilizados com sucesso. O creme de clindamicina, por ser uma forma farmacêutica 

de base oleosa, pode comprometer a efetividade de preservativos e diafragmas 

(CDC, 2002). 
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Outros fármacos que podem ser utilizados no tratamento são ampicilina e 

amoxicilina, sendo que estes apresentam taxas de cura de aproximadamente 66%, 

sendo considerados de média eficácia (SOBEL, 2000). Knupp (2013), no entanto, 

observou altos níveis de resistência e também resistência intermediária à ampicilina. 

Entretanto, ao se avaliar a associação do -lactâmico com inibidor de -lactamase, o 

sulbactam, a autora observou que todas as amostras de G. vaginalis avaliadas 

foram sensíveis. Também não foi observada resistência contra o cloranfenicol. 

Por se tratarem de fármacos de amplo espectro de ação, a utilização do 

cloranfenicol, da amoxicilina e da ampicilina deve ser feita com muito critério, uma 

vez que este tipo de fármaco não tem ação seletiva e pode ajudar no 

desenvolvimento e seleção de resistência de outras bactérias além da que está 

sendo tratada. 

Algumas das formas de tratamento mais tradicionais, como a utilização de 

cremes triplo-sulfa (sulfatiazol/sulfacetamida/sulfabenzamida), eritromicina, 

tetraciclina, gel de ácido acético e duchas vaginais de iodopovidona tem se 

mostrado ineficazes (SOBEL, 2000).  

Segundo Aroutcheva et al. (2001), não existe um fenótipo ou genótipo 

específico de G. vaginalis para vaginose. Segundo Knupp (2013), dada a origem 

comunitária da VB, não é possível estabelecer relações baseada na tipagem por 

susceptibilidade aos antimicrobianos entre amostras de G. vaginalis isoladas de 

pacientes sintomáticas e assintomáticas. 

O tratamento é efetivo em curto prazo, mas, segundo Larsson (1992), a VB 

apresenta taxa de recorrência de 20 a 30% em mulheres que fizeram tratamento de 

um mês. Bradshaw et al. (2006) demonstraram que após o tratamento oral com 

metronidazol, mulheres com VB causada apenas por G. vaginalis apresentaram 

recorrência do quadro de 38% e mulheres que possuíam Atopobium vaginale na 

microbiota apresentaram 83% de recorrência. 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, o que pode estar relacionado com a 

recorrência. O tratamento do parceiro sexual não tem mostrado benefícios nem 

redução das recorrências (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). 

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

que as recidivas desta doença estão pouco associadas à reinfecção, podendo estar 
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relacionadas a deficiências no sistema imunológico. Embora não haja consenso 

sobre as causas da recorrência, está claro que ela ocorre com grande frequência. 

Além disso, segundo Bradshaw et al. (2012), há necessidade de novas formas de 

tratamento tanto para VB quanto para sua recorrência, a fim de aliviar os sintomas e 

reduzir os efeitos adversos. Segundo Nagaraja (2008) um dos problemas do 

tratamento atual de VB é que, mesmo com microrganismos sensíveis e 

antimicrobianos específicos, as taxas de cura e de recorrência estão longe de 

estarem ótimas. Ao mesmo tempo, a grande resistência 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 condição. 

 

 

2.2.3. Inflamação e suas implicações no trato reprodutor feminino 

 

 

Segundo Leitich et al. (2003), a vaginose bacteriana está associada com 

abortos tardios, ruptura de membrana e parto prematuro. O parto prematuro (PPM), 

antes de 37 semanas de gestação, é a principal causa de morbidade e mortalidade 

neonatal e está associado a problemas mentais e debilidades físicas a longo prazo 

(GOLDENBERG et al., 2008; MOSTER; LIE; MARKESTAD, 2008). 

As vias que conduzem ao PPM são complexas e não foram totalmente 

elucidadas. O sistema imunológico materno tem um papel importante durante a 

gravidez no que diz respeito à tolerância materna ao feto e à proteção contra 

infecções (WITKIN et al., 2011). Segundo estes autores, os processos imunológicos 

também estão envolvidos na manutenção do crescimento, remodelagem e 

diferenciação tecidual. Segundo Goldenberg et al. (2008), o processo inflamatório 

está envolvido, em uma ou mais vias no PPM.  

Alguns autores demonstraram a associação entre PPM espontâneo com 

corioamnionite histológica (inflamação das membranas fetais devido à infecção 

bacteriana) e altos níveis de citocinas no soro, no líquido amniótico 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 inflamação cório-decídua leva à maturação do colo uterino, ruptura 

das membranas e ao PPM. Além disso, Kemp et al. (2010) mostraram que a 

expressão de citocinas, inclusive IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-, está associada ao PPM 

através do regulação positiva de prostaglandinas, metaloproteinases de matriz e 

outros fatores cérvico-uterinos. Estes dados são reforçados pelo trabalho de Taylor 

et al. (2013). 

Estudos mais antigos demonstram que os níveis de citocinas, 

prostaglandinas, endotoxinas, proteases, mucinases, sialidases e fosfolipases foram 

encontradas nas secreções 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 não está fortemente associado ao aumento da 

concentração de citocinas nas secreções vaginais. O fato é que a natureza da 

resposta imune à VB ainda é pouco elucidada e deve ser encarada com cuidado, 

uma vez que os pacientes não são diferenciados pelos tipos de bactérias presentes 

e por suas capacidades imunológicas (WEISSENBACHER et al., 2010). 

O que se sabe hoje é que embora a VB não seja um fator predisponente 

para a doença inflamatória pélvica (NESS et al., 2004), sua presença está muitas 

vezes associada a esta doença, mesmo quando assintomática (HAINER; GIBSON, 

2011). Além disso, a presença de vaginose bacteriana está associada com o 

aumento de aproximadamente três vezes no risco de apresentar corioamnionite 

histológica (SILVER et al., 1989) e de aproximadamente quatro vezes no risco de 

apresentar endometrite pós-parto (WATTS et al., 1990). Como descrito, a inflamação 

também pode estar presente em outros casos de corrimento vaginal patológico 

como cervicites, vaginites atróficas, vulvovaginites, candidíase vulvovaginal, dentre 

outras (FERRACIN; OLIVEIRA, R.M.W., 2005). 

O processo inflamatório 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 físicos (trauma, calor, radiação e frio), 

químicos (substâncias causticas, álcalis, irritantes, entre outros) e biológicos 

(microrganismos e reações imunológica) e desencadeia um fenômeno complexo, 
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dinâmico, multimediado que envolve, dentre outros processos, a liberação de 

mediadores químicos (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998). 

Os principais mediadores do processo inflamatório são: histamina e 

serotonina (aminas vasoativas); prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas, 

provenientes do metabolismo do ácido araquidônico; proteínas plasmáticas 

provenientes do sistema complemento, das cininas e da coagulação; fator de 

ativação de plaquetas, citocinas, óxido nítrico (NO), componentes lisossômico dos 

leucócitos e radicais livres de oxigênio (FRANCISCHETTI et al., 2010). Todos estes 

mediadores e seus respectivos sistemas de produção representam potenciais alvos 

de fármacos anti-inflamatórios, porém esta revisão irá se ater às citocinas (IL-17, 

IFN- e TNF-) e ao NO, alvos deste estudo. 

As citocinas são hormônios proteicos responsáveis pela fase efetora da 

imunidade, seja ela inata ou específica. São produzidas por vários tipos celulares 

como fagócitos mononucleares e linfócitos T. De um modo geral, as secretadas 

pelos fagócitos mononucleares provocam reações inflamatórias com grande número 

de neutrófilos, na tentativa de impedir ou erradicar infecções microbianas. As 

produzidas por linfócitos T agem principalmente regulando o crescimento e a 

diferenciação de várias populações linfocitárias, ativando células inflamatórias como 

fagócitos mononucleares, neutrófilos e eosinófilos. Ambas são capazes de produzir 

as citocinas, chamadas de fatores estimulantes de colônia (FEC), os quais são 

responsáveis por estimular o crescimento e a diferenciação de leucócitos imaturos 

na medula óssea, que irão substituir as células consumidas durante a inflamação 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). 

Após se ligarem aos receptores na célula-alvo, as citocinas provocam a 

transdução dos sinais no interior da célula culminando na ação desejada, como a 

ativação e regulação da resposta imune celular (IFN-) e humoral (IL-4 e IL-10), a 

regulação da hematopoese (fatores de crescimento) e a diferenciação celular (IL-2, 

IL-4 e IL-12), além da ativação do endotélio e de leucócitos com geração da 

resposta de fase aguda (GÓMEZ-ESTRADA; GONZÁLEZ-RUIZ; MEDINA, 2011). 

As citocinas da imunidade inata desempenham várias funções. O TNF-, por 

exemplo, é uma das principais citocinas envolvidas no recrutamento dos neutrófilos 

e monócitos para os locais da infecção. Esta citocina, juntamente com a IL-1, 

quando secretada por macrófagos ou células T CD4+, agem nas células endoteliais 
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dos pequenos vasos sanguíneos adjacentes à infecção, estimulando o aumento da 

produção de selectinas e dos ligantes de integrinas pelas células endoteliais e a 

liberação de quimiocinas. Este processo permite a migração de neutrófilos, 

monócitos e linfócitos T efetores para o local da infecção. Esta infiltração e uma 

reação vascular concomitante, são típicas da inflamação (HAMAI et al., 2009). 

A produção excessiva de TNF-porém, está relacionada ao 

desenvolvimento de diversas doenças. Um efeito patogênico direto desta citocina é 

a indução da produção de outras citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-8 e FEC, 

causando ampliação da cascata inflamatória. Além disso, pode aumentar a 

expressão de COX-2, induzir metástases, depósito de fibrina, produção de NO, 

dentre outras funções. Estas disfunções, juntamente com infecções disseminadas, 

graves, causadas por bactérias Gram-negativas podem levar ao choque séptico, 

caracterizado por hipotensão arterial, coagulação vascular disseminada e distúrbios 

metabólicos. É sabido que sua produção e ativação inapropriada também estão 

envolvidas com o desenvolvimento da artrite reumatoide, diabetes, Alzheimer, 

tumorigênese, dentre outras doenças (LI et al., 2012). 

O óxido nítrico (NO) é produzido quando os leucócitos são ativados por 

estímulos inflamatórios, pois passam a produzir a enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), que passará a produzir NO por um mecanismo de produção 

enzimática envolvendo a participação do oxigênio molecular e da L-arginina. O NO 

produzido terá ação citotóxica e citostática, afim de destruir microorganismos 

parasitas e células tumorais (DUSSE et al., 2003) e, juntamente com as 

prostaglandinas, causar vasodilatação, facilitando assim a migração leucocitária 

(HEBEDA, 2008; MONCADA; PALMER; HIGGS, 2004). A migração leucocitária 

ocorre pela expressão de moléculas de adesão pelo endotélio previamente ativado 

por TNF- e IL-1 (CRUVINEL et al., 2010). O NO pode ainda reagir com outros 

componentes celulares produzindo substâncias com capacidade microbicida como o 

peroxinitrito, o S-nitrosotiol e o dióxido de nitrogênio que são espécies altamente 

oxidantes (GRACE, 1994; MITCHELL et al., 2006; YOSHIDA, 1996). 

As células T auxiliares CD4+ podem se diferenciar em subpopulações de 

células efetoras que produzem grupos distintos de citocinas. As subpopulações mais 

bem descritas são denominadas células TH1, TH2 e TH17. A citocina mais importante 

produzida pelas células TH1 é o INF-(KORN et al., 2009).  
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Interferons são um grupo de citocinas pleiotrópicas que desempenham 

papéis importantes na comunicação celular durante a resposta imunológica inata e a 

adquirida, na defesa contra infecções virais e bacterianas. O INF-é um potente 

ativador dos macrófagos e, por ser produzida também pelas células natural killer 

(NK) é considerada uma citocina tanto da imunidade inata quanto da imunidade 

adquirida. O INF- tem como principal função a ativação dos macrófagos e também 

estimula a regulação positiva do MHC e ativam a iNOS (ZAIDI; MERLINO, 2011). O 

excesso de produção de INF-é perigoso por poder causar doenças autoimunes 

(RODA et al., 2006). Foi reportado também que INF- pode apresentar tanto 

atividade citostática e citotóxica quanto proliferativa, dependendo do contexto 

(ZAIDI; MERLINO, 2011). 

Segundo Korn et al. (2009), a citocina efetora IL-17 é produzida 

principalmente por linfócitos TH17, mas também é encontrada na imunidade inata 

nas células NK, nos neutrófilos e nos eosinófilos. As células TH17 constituem um 

ramo adaptativo do sistema imunológico, apresentando a função de eliminar 

patógenos específicos que requerem um efeito inflamatório massivo e não são 

adequadamente tratados pela imunidade TH1 e TH2. 

Alguns patógenos que podem dar início à resposta TH17 são: 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 memória CD4+ 

produtoras de IL-17 contém uma grande fração de células reativas contra antígenos 

fúngicos, sugerindo que estas células são induzidas preferencialmente nas 

respostas à infecções fúngicas e apresentam um papel importante na organização 

da resposta contra os fungos. Além disso, as células TH17 são potente indutoras da 

inflamação tecidual e vem sendo associada com a patogênese de algumas doenças 

autoimunes humanas, tais como a esclerose múltipla (BECHER; SEGAL, 2011; 

LOVETT-RACKE; YANG; RACKE, 2011).  

Como pode ser observado, a leucorreia patológica pode estar presente 

devido a várias etiologias diferentes. Pode-se destacar dentre estas, a vaginose 

bacteriana, que é um quadro infeccioso muito complexo que vem sendo estudado há 

décadas e ainda não se apresenta totalmente elucidado. Neste contexto, o presente 
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trabalho visa auxiliar na comprovação da utilização popular de folhas de G. 

barbadense no tratamento da leucorreia abordando atividades biológicas que 

envolvem causas e consequências da VB. 
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3.OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 

Avaliar atividades biológicas in vitro relacionadas à leucorreia utilizando 

extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. e respectivas frações semi-

purificadas bem como caracterizá-las quimicamente, visando contribuir para a 

validação científica de seu uso popular.  

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 

Caracterizar quimicamente por CLAE-DAD e CCD extratos brutos aquoso, 

metanólico e hexânico e frações do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium 

barbadense L.. 

Caracterizar quimicamente por CG-EM o extrato bruto hexânico e a fração 

hexânica proveniente do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium 

barbadense L.. 

Isolar, purificar e identificar substâncias provenientes dos extratos e/ou 

frações ativas. 

Investigar a atividade antimicrobiana de extratos brutos aquoso, metanólico 

e hexânico e frações do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium 

barbadense L. contra Gardnerella vaginalis. 

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos brutos aquoso, metanólico e 

hexânico e frações do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium barbadense 

L.. 

Avaliar efeitos anti-inflamatórios dos extratos brutos aquoso, metanólico e 

hexânico de folhas de Gossypium barbadense L. e frações do extrato bruto 

metanólico, na produção de óxido nítrico e citocinas IL-17, IFN- e TNF-. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. Material vegetal 

 

 

Folhas de Gossypium barbadense L. (voucher CESJ 48612) foram coletadas 

de um espécimen cultivado no horto medicinal da Faculdade de Farmácia (FF) da 

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) em dois dias distintos. A primeira 

coleta foi no dia 03 de setembro de 2008 às 9 horas da manhã e a segunda foi no 

dia 19 de dezembro de 2008 às 10h da manhã, sendo as folhas de ambas as coletas 

misturadas. Após as coletas, as folhas foram levadas para o Laboratório de 

Fitoquímica/Departamento de Botânica do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da 

mesma instituição, 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 frações semi-purificadas 

 

 

As folhas secas foram divididas em duas alíquotas de 150 g. Uma alíquota 

foi submetida à extração por infusão com 3 L de água destilada por 4 h. Após este 

tempo, o sobrenadante foi filtrado em algodão 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 alíquota foi submetida à extração por maceração estática sucessiva 

com n-hexano (21 vezes), seguido de metanol (8 vezes) sempre na concentração de 

2 L de solvente para 150 g de planta. Os extratos obtidos tiveram os solventes 

retirados com auxílio de evaporador rotativo, da marca Fisatom modelo 802, a 40°C 

e pressão reduzida por bomba de vácuo da marca Tecnal. Os solventes utilizados 

para extrações foram da marca Vetec e grau PA. 
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Figura 5 – Esquema de obtenção de extratos e frações de folhas de Gossypium 
barbadense L. 

 

Uma alíquota de 5 g do extrato metanólico foi solubilizada em 600 mL de 

água destilada. Este volume foi dividido igualmente em três funis de separação e 

submetido à partição líquido-líquido (v/v) com n-hexano (oito vezes), diclorometano 

(quatro vezes) e acetato de etila (quatro vezes). Todos os processos de partição 

foram realizados na proporção de 1:1 (água : solvente orgânico). As frações 

orgânicas foram reduzidas em evaporador rotativo a 40°C e pressão de vácuo, 

obtendo-se frações semi-purificadas hexânica, diclorometânica e em acetato de 
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etila, além de resíduo aquoso, que foi liofilizado (liofilizador da marca Torroni modelo 

Enterprise I) no Laboratório de Fitoquímica/ICB. Os extratos e frações semi-

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

 

 

4.3. Perfil químico dos extratos brutos e frações 

 

 

4.3.1. Cromatografia de camada delgada (CCD) 

 

 

As análises cromatográficas em camada delgada foram realizadas em 

cromatoplacas da marca Alugram em gel de sílica modelo SIL G/UV254 e com 

solventes de grau PA da marca Vetec. EBM, EBH2O, 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 concentração de 10 mg/mL, sendo 

aplicados 10 L nas placas em forma de bandas de 0,5 cm. 

O sistema de eluição para EBM, FH, FDM, FAE foi acetato de etila : metanol 

: água (100:13,5:10), para EBM, EBH2O e RA, acetato de etila : ácido acético glacial 

: água (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 utilização de reveladores químicos. Os reveladores 

químicos utilizados foram cloreto férrico, NP/PEG e vanilina/ácido sulfúrico. Os 

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

 

 

4.3.2. Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detector de arranjo de 

fotodiodo (CLAE-DAD) 

 

 

Uma alíquota de 5 mg dos extratos e frações semi-purificadas do extrato 

bruto metanólico foram enviadas para análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) na Plataforma Analítica de Farmanguinhos, FIOCRUZ/RJ. Os 
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perfis químicos das amostras foram obtidos por CLAE–DAD, em equipamento 

Shimadzu com 2 bombas LC-10AD, desgaseificador DGU-12A, injetor automático 

SIL-10AD, forno de colunas CTO-10A e detector por arranjo de diodos SPD-

M10AVP. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A. Aquisição de dados e 

controle pelo software Shimadzu CLASS-VP versão 6.13 SP2.  

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

As amostras foram diluídas para obtenção da concentração de 2 mg/mL. 

EBM, EBH2O e RA foram solubilizados na fase móvel e EBH, FAE, FDM e FH foram 

solubilizados em tetraidrofurano. Foram injetados 20 L de cada amostra em coluna 

Supelcosil - C18 – 25 cm X 4,6 mm - 5 μm, na presença de coluna guarda do tipo 

supelcoguard: LC 18 – 2 cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear que 

consistiu de uma fase móvel: TFA 0,05% em água (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 

comparação química os comprimentos de onda 220 e 335nm. 

 

 

4.3.3. Cromatografia com fase gasosa acoplada ao espectrômetro de massas 

(CG-EM) 

 

 

Uma alíquota de 5 mg do extrato bruto hexânico e da fração hexânica do 

extrato metanólico bruto foram enviadas à Plataforma Analítica de Farmanguinhos 

para serem analisadas em um cromatógrafo com fase gasosa Hewlett-Packard 6890 

acoplado ao espectrômetro de massas Hewlett-Packard 5972, utilizando-se coluna 

capilar de sílica fundida (DP-5MS, 30 m × 0.25 mm, 0.25 μm de espessura da 

camada), tendo hélio como gás de arraste, com fluxo de 0,5 mL/min, por 60 min e 

injeção de 1 L 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 parâmetros de 

operação do EM foram: 70 eV, fonte de íons a 250°C equipada com EI. O 

quadrupolo foi configurado para selecionar íons com m/z de 40 a 700. 
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Os espectros de massa obtidos na análise foram confrontados com o banco 

de dados WILEY 7n.1 do próprio equipamento. Quando não foi possível a 

identificação pelo banco de dados, os espectros foram comparados com espectros 

presentes em Adams, R.P. (1985) e na base de dados Pherobase (2013). O índice 

de retenção foi calculado utilizando-se a fórmula: 

 

Onde: IR – índice de retenção; n – número de carbonos do hidrocarboneto anterior; 

ts – tempo de retenção da substância analisada; tn – tempo de retenção do 

hidrocarboneto anterior; tn+1 – tempo de retenção do hidrocarboneto posterior. 

 

Os índices de retenção de literatura foram retirados da base Pherobase 

(2013). 

 

 

4.4. Isolamento e purificação 

 

 

4.4.1. Coluna cromatográfica em gel de sílica 

 

 

Visando o isolamento do constituinte encontrado em FDM de maior sinal em 

CLAE-DAD, foi utilizada uma coluna de gel de sílica 60. Foram utilizados 450 mg da 

FAE. Esta fração foi utilizada por também apresentar o mesmo constituinte, porém 

em maior quantidade. Utilizou-se gradiente de polaridade crescente de eluição com 

hexano, hexano / acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila/metanol e 

metanol. As frações obtidas foram reduzidas em evaporador rotativo e após secas, 

foram realizadas CCDs, utilizando-se para observação 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 fração que apresentou revelação em NP/PEG para flavonoide, obtida 

da coluna de gel de sílica na eluição metanol : acetato de etila (25:75). As 

cromatoplacas utilizadas foram da marca Uniplate com dimensões de 20 cm x 20 cm 

com gel de sílica e granulometria de 1000 m. Em cada uma das placas foi aplicado 

100 mg da amostra e eluídas com o sistema acetato de etila : metanol : água 

(100:13,5:10). O constituinte de coloração amarela, com Rf de 0,51, foi retirado de 

ambas as placas, e solubilizado com metanol. Após secas, ambas as frações foram 

analisadas em CLAE-DAD, para monitoramento do fracionamento.  

Foi utilizado um cromatógrafo Agilent Technologies 1200 Series, com 

detector de arranjo de fotodiodos e injetor automático no Laboratório de 

Bioquímica/ICB/UFJF. As frações foram solubilizadas na concentração de 1 mg/mL e 

injetados em coluna analítica de fase reversa (Zorbax SB-18; 15 cm X 4,6 cm X 5 

μm). A análise foi realizada utilizando-se um sistema com gradiente linear que 

consiste de uma fase móvel: água com pH = 3, acidificada com ácido fosfórico (A) e 

acetonitrila (B), com fluxo de fase a 1 mL/min, partindo no tempo zero com 5% de 

acetonitrila, chegando à 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. 

Após a confirmação de perfis semelhantes, as duas amostras foram 

reunidas, resultando em 140 mg da fração. 

 

 

4.4.3. CLAE-DAD escala semi-preparativa 

 

 

Os 140 mg obtidos na CCDP foram solubilizados em 1 mL de metanol e 

injetados (100 L por injeção) no cromatógrafo no Laboratório de 

Bioquímica/ICB/UFJF, porém utilizando-se coluna de escala semi-preparativa de 

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

frações.  

A fração 6 (24,5 a 30 min) foi reinjetada utilizando-se sistema de gradiente 

que consistiu de uma fase móvel: água (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 

automática realizada de acordo com o aparecimento dos sinais emitidos pelo DAD. 

Foram coletadas três substâncias com espectros UV característico de flavonoide. 

Estas substâncias foram denominadas GbFlav-1, GbFlav-2 e GbFlav-3. 

Os flavonoides foram enviados para análise de RMN 1H, COSY e HSQC 

porém, devido a um baixo rendimento de GbFlav-1 e GbFlav-2, gerando espectros 

com baixa qualidade, apenas GbFlav-3 será abordado. 

 

 

4.5. Ressonância Magnética Nuclear 

 

 

As análises de Ressonância Magnética Nuclear de 1H, COSY e HSQC foram 

realizadas em aparelho da marca Bruker modelo Avance III com frequência de 500 

MHz para 1H e 125 MHz para 13C, utilizando como solvente metanol deuterado. As 

análises foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas pelo Dr. Alviclér 

Magalhães. 

 

 

4.6. Atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis 

 

 

4.6.1. Teste de difusão em ágar  

 

 

No teste de difusão em ágar, realizado no Laboratório de 

Bacteriologia/Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas, 
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com G. vaginalis foram utilizadas três ATCCs (14019, 14018 e 49145) e duas cepas 

de isolados clínicos (103.2 e 126,2) de vaginose bacteriana. 

As placas de Petri foram preparadas com 40,0 mL de ágar Mueller Hinton 

suplementado com 1% de proteose peptona com 5% de sangue de cavalo, de 

acordo com o padronizado pelo CLSI (2012) para microrganismos anaeróbios, com 

modificações. Após secas, as placas de Petri foram inoculadas com soluções de 

Gardnerella vaginalis padronizados na escala de 1,0 Mc Farland. Foram feitos oito 

poços no ágar para a aplicação dos extratos e do controle (DMSO), utilizando-se a 

extremidade maior de uma ponteira de 1000 μL, formando um furo de 1 cm de 

diâmetro. Em seguida, foram adicionados 50 μL dos extratos diluídos em DMSO (1 

mg/mL) e do controle (DMSO) em cada poço. As placas foram incubadas em 

anaerobiose mecânica (jarra de CO2), a 37º C, por 72 h. A leitura foi feita 72 h após 

a incubação. 

 

 

4.6.2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 

O teste de concentração inibitória mínima (CIM) foi realizado no Laboratório 

de Bacteriologia/Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas.  

Para avaliação do perfil de susceptibilidade aos extratos que apresentaram 

resultados relevantes no teste de halo de inibição, o método a ser utilizado foi a 

diluição em ágar, utilizando ágar Mueller Hinton suplementado com 1% de proteose 

peptona, de acordo com o padronizado pelo CLSI (2012) para microrganismos 

anaeróbios, com modificações. Soluções iniciais dos extratos foram preparadas em 

cabine de fluxo laminar em duas concentrações (10 mg/mL e 1 mg/mL), utilizando-se 

água MilliQ e DMSO estéril, para que não fosse necessário filtrar a solução em 

membrana de 22 m, visto que a solução de maior concentração apresentou 

viscosidade elevada. A partir das soluções iniciais foram preparadas placas com 

concentrações crescentes (de 0,0625 µg/mL a 1024,00µg/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), 

inóculos padronizados na escala de 1,0 Mc Farland das amostras foram adicionados 

às placas contendo os extratos (em duplicata), sequencialmente, em ordem 

crescente de concentração, as quais foram incubadas em anaerobiose mecânica 

(jarra de CO2), a 37º C, por 72h. Placas de controle negativo, sem adição dos 

extratos, foram inoculadas ao início e ao final de cada série de diluição dos extratos. 

A leitura dos resultados foi feita após 72 horas de incubação, determinando-se a 

concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos para 22 isolados clínicos e cepas 

de referência 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 à ampicilina (pura e em associação 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 sílica 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 cromatográfico 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 aplicações. Além disso, foram preparadas placas de 1 

x 1 cm onde foi aplicado 1 mg de EBM, às quais foram utilizadas como controle e, 

para tanto, não foram eluídas. 

O sistema de eluição foi acetato de etila : metanol : água (100:13,5:10). Após 

a eluição, as placas foram secas e cortadas ao meio, separando os dois 

cromatogramas, um para a bioautografia e outro para revelação com NP/PG.  

Após cortadas, as cromatoplacas não reveladas e os controles de cada 

extrato foram colocados em uma placa de Petri estéril. Sobre as placas foi 

adicionado 40 mL de ágar Mueller Hinton suplementado com 1% de proteose 

peptona e 10% de soro de cavalo, de acordo com o padronizado pelo CLSI (2012) 

para microrganismos anaeróbios. 
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Para a bioautografia foi utilizada a linhagem 109.1 de isolado clínico de G. 

vaginalis, por ser a linhagem experimental que apresentou maior susceptibilidade ao 

extrato testado. Foram preparados inóculos padronizados na escala de 1,0 Mc 

Farland. As soluções foram inoculadas por esgotamento sobre o ágar solidificado 

utilizando swab estéril. As placas foram incubadas em anaerobiose mecânica (jarra 

de CO2), a 37º C, por 72 h, após as quais foi observada a presença ou ausência de 

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

 

 

4.7. Citotoxicidade contra Artemia salina 

 

 

A presença de constituintes citotóxicos 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 aquário com água do mar artificial arejada durante 48h para a 

obtenção dos náuplios. As amostras foram solubilizadas em água 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 náuplios, preenchidos com 3 mL da amostra a ser 

analisada nas concentrações de 5000, 1000, 500, 100, 50 g/ml. Após 24 horas 

foram contados os náuplios vivos nas diferentes concentrações. Água do mar 

artificial + Tween 80: DMSO 12,5% foram usados como controles negativo. Os 

testes foram realizados em quadruplicata, gerando um total de 40 náuplios por 

concentração de extrato testada. Os resultados foram expressos em CL50 

(concentração necessária para matar 50% dos náuplios) que foi calculado pelo 

método estatístico Probit. As análises foram realizadas no Laboratório de 

Fitoquímica/ICB/UFJF. 
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4.8. Teste de viabilidade celular (MTT) 

 

 

Foram realizados testes de viabilidade celular após a adição dos extratos e 

frações, obtidos de acordo com procedimento proposto por Mosmann (1983) no 

Laboratório de Glicoconjugados/Departamento de Bioquímica do Instituto de 

Ciências Biológicas. Em placas de 96 poços, as células de fibroblasto murino (3T3) e 

adenocarcinoma mamário humano (MCF7) foram incubadas com EBH, EBH2O, 

EBM, RA, FAE FDM e FH na concentração de 100 g/mL por 20 horas, quando foi 

adicionado o sal de tetrazólio MTT (brometo de tetrazólio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil). A viabilidade celular foi medida pela conversão do sal de tetrazólio (amarelo) 

em cristais de formazam (azul) que foram ressuspensos em DMSO para análise em 

leitor de microplacas a 492 nm. Os dados foram expressos em média + desvio 

padrão, com a análise estatística realizada pelo programa Graphpad Prism® e o 

teste de Tukey utilizado, sendo considerado p<0,05 para indicar uma estatística 

significativamente diferente. 

 

 

 

4.9. Atividade anti-inflamatória in vitro 

 

 

4.9.1. Animais 

 

 

Para o desenvolvimento deste estudo, foi utilizado um modelo experimental 

com 20 camundongos BALB/c, fêmeas, adultas, que se encontravam no período de 

8 a 12 semanas de vida. Estes animais foram obtidos do Biotério do Centro de 

Biologia e Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Juiz de fora (UFJF). O 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) da 

Pró-reitoria de Pesquisa/UFJF com o número 068/2012-CEEA (ANEXO A). Os 

animais foram alojados no Laboratório de Farmacologia de Produtos Naturais – 

Faculdade de Farmácia. A temperatura foi mantida ao redor de 22ºC, pela ventilação 
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natural no verão, e no inverno, com ajuda de aquecedores. A iluminação foi mista – 

luz natural e lâmpadas fluorescentes – sendo as últimas controladas 

automaticamente para acenderem às 6h e apagarem às 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 não 

esterilizadas, mamadeira para água e cocho para ração do tipo peletizada. 

 

 

4.9.2. Obtenção dos Esplenócitos 

 

 

Após eutanásia com xilasina (30 mg/kg) e quetamina (160mg/kg) (DAMY, et 

al, 2010) os animais tiveram o baço retirado por dissecção.  

Os baços dos animais foram coletados de forma asséptica e, após lavagem 

com solução de RPMI estéril, foram macerados em 5 mL desta mesma solução. 

Estas células foram centrifugadas (1200 rpm, 8 min, 4ºC) e o botão celular 

ressuspenso em solução de cloreto de amônio para lise das hemácias. Este 

processo foi repetido até completa lise das hemácias. Em seguida, as células foram 

ressuspensas em meio RMPI completo (10% SFB – soro bovino fetal) e ajustadas 

na concentração de 2 x 107 células/ml. Após ajustada a concentração, as células 

foram novamente centrifugadas (1500 rpm/10 min/ 4ºC) 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 não receberam qualquer tipo de 

tratamento. Os demais grupos foram expostos aos extratos brutos em diferentes 

concentrações e/ou imuno-estimulantes (concanavalina A) para avaliar o padrão de 

resposta sobre os mediadores inflamatórios.  
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Grupo I (controle negativo basal): Células mantidas em cultura sem qualquer 

tratamento ou estímulo;  

Grupo II (controle negativo estimulado): Células mantidas em cultura e 

estimuladas com concanavalina A; 

Grupo III, IV e V: Células mantidas em cultura na presença de concanavalina 

A e de extrato bruto aquoso, extrato bruto metanólico e extrato bruto hexânico das 

folhas de G. barbadense nas concentrações de 25, 50 e 100 g/mL. 

 

 

4.9.4. Utilização dos sobrenadantes de cultura de esplenócitos 

 

 

Para determinação de NO, TNF-, IL-17 e IFN-foram utilizados os 

sobrenadantes da cultura de células. As células em suspensão foram incubadas em 

placas de seis poços por uma hora em estufa a 37ºC e 5% de CO2, transferidas para 

tubos do tipo falcon de 15 mL para serem contadas em câmara de Neubauer com 

azul de Tripan, avaliando-se a viabilidade das células. Foi realizado o ajuste de 

2x106 células/mL, que foram incubadas em cultura por 48 horas com estímulo e 

expostas aos extratos. Após este procedimento, o sobrenadante foi coletado para a 

realização do doseamento. 

 

 

4.9.5. Produção de óxido nítrico (Nitrito) 

 

 

Uma alíquota de 50L do sobrenadante de cultura de esplenócitos foi 

adicionada nos poços da microplacas de ELISA com fundo chato tipo Corning. 

Foram adicionados 50 L de sulfanilamida a 1% e a solução foi incubada por cinco 

minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Adicionou-se 50 L de NED 

(0,1% dihidrocloreto de naftiletilenodiamina diluído em 2,5% de H3PO4
-) nos poços e 

a solução foi novamente incubada por cinco minutos em temperatura ambiente e 

protegida da luz, permitindo a Reação de Griess (Ding et al., 1988). A absorbância 

foi medida utilizando-se um filtro de 540 nm em um leitor automático de ELISA 
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(SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) e a produção de NO quantificada através 

de comparação com uma curva padrão de nitrito em concentrações variando de 3,12 

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

 

 

4.9.6. Doseamento de citocinas 

 

 

Suspensões de esplenócitos foram cultivadas na densidade de 2 x 105/poço 

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 μg/ml de estreptomicina 

(RPMI 5%, Sigma), em câmara úmida, a 37º C e em atmosfera de 5% de CO2. As 

culturas foram estimuladas com concanavalina A a 10 μg/ml. Sobrenadantes foram 

coletados após 48 h e transferidos para Placas de ELISA onde foram sensibilizadas 

com um primeiro anticorpo (anti-TNF-, anti-IFN- e anti-IL-17) (PeProtech Inc, New 

Jersey), diluídos em PBS, incubados durante 16 horas a 4ºC e bloqueadas com 

PBS-Tween 20 (PBS-T) + 10% SFB, por duas horas. Após este período, as placas 

foram lavadas quatro vezes em PBS-T e, em seguida, adicionados padrões das 

citocinas recombinante de camundongo (PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras 

dos sobrenadantes das culturas. As placas foram então incubadas por mais duas 

horas em temperatura ambiente. Terminada a incubação, as placas foram lavadas 

quatro vezes em PBS-T e o segundo anticorpo (biotinilado) dos respectivos 

anticorpos primários (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 enzimático constituído do complexo 

streptoavidina-peroxidase, na diluição de 1/400 (SIGMA - Co, St. Louis), seguido de 

incubação por mais 1 hora. Após este período, a reação foi revelada pela adição do 

substrato contendo Tampão citrato (pH 5,5), cromógeno OPD (1mg/mL) e água 

oxigenada 30% (1g/mL). A reação foi bloqueada com ácido sulfúrico 4 N e a leitura 

feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) a 440 nm. As 

amostras foram quantificadas por comparação com as curvas padrões 

recombinantes (as concentrações dos anticorpos e recombinantes foram de acordo 

com recomendações do fabricante PeProtech Inc, New Jersey). 
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4.9.7. Análise estatística 

 

 

Dados foram expressos em média + erro padrão e a análise estatística 

realizada pelo programa Graphpad Prism® e o teste de Dunn’s com Kruskal – Wallis 

utilizado, sendo considerado p < 0,05 para indicar diferença estatística. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Obtenção dos extratos e frações semi-purificadas 

 

 

A massa e o rendimento obtido nas extrações estão descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Rendimento das extrações e das frações do extrato bruto metanólico de 
folhas de Gossypium barbadense L. 

 EBH2O EBH EBM FH FDM FAE RA 

Massa (g) 30,16 3,37 18,91 1,07 0,87 0,83 2,04 
Rendimento (%) 20,11 2,25 12,61 21,42 17,38 16,52 40,88 
EBH2O – Extrato bruto aquoso; EBH – Extrato bruto hexânico; EBM – Extrato bruto metanólico; FH – 
Fração hexânica de EBM; FDM – Fração diclorometânica de EBM; FAE – Fração em acetato de etila 
de EBM; RA – Resíduo aquoso de EBM. 

 

 

5.2. Caracterização química dos extratos 

 

 

5.2.1. Cromatografia em camada delgada 

 

 

A caracterização química dos extratos e frações teve início com a análise 

por cromatografia em camada delgada (CCD), como pode ser observado na Figura 

6. A observação da Figura 6A indica a presença de uma mesma substância no 

centro da cromatoplaca (Rf ~ 0,51) no extrato bruto metanólico (EBM) e suas frações 

semi-purificadas. A Figura 6C, mostra que a substância é fenólica e a Figura 6 D 

indica que seja um flavonoide. Além disso, na Figura 6 D, pode-se detectar na fração 

semi-purificada em acetato de etila do extrato bruto metanólico (FAE) outros dois 

flavonoides (Rf ~ 0,57 e ~ 0,92), devido à coloração alaranjada e dois prováveis 

arilpropanoides (Rf ~ 0,62 e ~ 0,93), devido à coloração azulada, obtida após a 

revelação com NP/PEG e observação em UV 365 nm (WAGNER, H.; BLADT, 2001).  
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Figura 6 – Perfil cromatográfico do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium 
barbadense L. e suas frações semi-purificadas frente aos diferentes 
reveladores cromatográficos. 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 
sulfúrica. Fase móvel: acetato de etila : metanol : água (100:13,5:10).  

 

 

Figura 7 - Perfil cromatográfico do extrato bruto metanólico (EBM), resíduo 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 
sulfúrica. Fase móvel: acetato de etila : metanol : água (100:11:26). 

 

Na Figura 7 (A, C e D) pode ser observada a presença de um flavonoide em 

EBM (Rf ~ 0,45) e dois no extrato bruto aquoso (EBH2O), com Rf de 

aproximadamente 0,45 e 0,39, sendo que, aparentemente, a substância de Rf 0,45 é 

a mesma em EBH2O e EBM. 
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Miranda et al. (2013) constataram a presença de substâncias fenólicas e 

flavonoides nas folhas de G. hirsutum. Chugh, Mehta e Dua (2012) constataram a 

presença de substâncias fenólicas 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 substâncias mais apolares de EBM, 

FDM, FH e EBH. Na Figura 8 D, pode ser observada a presença de substâncias 

que, após reveladas com vanilina/ácido sulfúrico, apresentaram coloração violácea, 

com maior variedade em EBH, estando distribuídas por toda a cromatoplaca, e em 

um sinal de FH, com Rf de aproximadamente 0,95. Além disto, pode-se observar a 

presença de sinais esverdeadas em todos os extratos, o que indica a presença de 

substâncias apolares não terpenoídicas. É importante ressaltar também a presença 

de sinais equivalentes em FDM e FH, delimitados na Figura 8 E, mostrando que as 

substâncias presentes na fração hexânica também estão presentes na fração 

diclorometânica, porém em menor concentração relativa.  

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

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

 

 

Figura 8 - Perfil cromatográfico do extrato bruto metanólico, suas frações 
diclorometânica e hexânica e extrato bruto hexânico de folhas de 
Gossypium barbadense L. frente aos diferentes reveladores 
cromatográficos. 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 sulfúrica. 
Fase móvel: acetato de etila : metanol : água (100:13,5:10). 
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5.2.2. Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de arranjo 
de fotodiodo 

 

 

A análise por CLAE-DAD dos extratos brutos (Figuras 9 e 10) detectou duas 

substâncias com espectro de UV semelhante à de arilpropanoides (Figuras 9 e 10 A 

e B), que também apresentaram revelação característica em CCD e dois possíveis 

flavonóis em EBH2O (Figuras 9 e 10 C e D), um possível flavonol em EBM (Figuras 9 

e 10 C’), e quatro substâncias que não podem ter a classe química inferida somente 

pelo espectro de UV em EBH. A análise por CCD mostrada na Figura 7, corrobora 

com a presença dos dois flavonóis em EBH2O, mas não mostra os arilpropanoides. 

Os espectros mostrados nas Figuras 9 e 10 (C, D e C’) sugerem que os flavonoides 

encontrados nos extratos são semelhantes à quercetina, uma vez que apresentam o 

espectro de UV muito semelhante ao da quercetina-3-O-glicosídeo (Figura 11).  

Hedin, Jenkins e Parrott (1992) encontraram três derivados da quercetina, 

quercetina-3-O-glicosídeo, quercetina-3’-O-glicosídeo e quercetina-7-O-glicosídeo 

em grande quantidade em G. arboreum e G. hirsutum. Zhang et al. (2003) 

demonstraram grande quantidade de flavonoides como, rutina, isoquercitrina e 

quercetina nas folhas de G. hirsutum. Edreva et al. (2006) também evidenciaram a 

presença de flavonoides nas folhas de G. hirsutum. Estes autores demonstraram 

também a presença de derivados do ácido cinâmico. Estes trabalhos corroboram 

com os dados do presente estudo, ratificando a possibilidade da presença de 

arilpropanoides e flavonoides nos extratos. 

Embora o gossipol e seus derivados possam ser encontrados nos extratos 

obtidos de G. barbadense, a presente análise não os detectou, uma vez que é mais 

comum sua presença nas sementes, nas raízes e nas flores do que nas folhas 

(ABOU-DONIA, 1976). Além disso, segundo Bell et al. (1975) a quantidade desta 

substância pode ser muito pequena, tornando sua detecção muito difícil. 

Com base nos espectros de UV e nos tempos de retenção obtidos nos 

cromatogramas das Figuras 9 e 10 pode-se sugerir que o flavonol encontrado em 

menor quantidade em EBH2O (Rf ~ 0,39 na Figura 7 e Figura 10 C) seja o mesmo 

encontrado em EBM, uma vez que ambos apresentaram mesmo espectro de UV, 

tempo de retenção em CLAE e Rf em CCD, corroborando com a proposta anterior. 
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência dos 

extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. utilizando-se  = 

220 nm. O sinal em 69 min representa o THF. 
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência dos 

extratos brutos de folhas de Gossypium barbadense L. utilizando-se  = 

335 nm. 

 

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

(Figuras 10 C’) está presente em todas as frações (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 

substâncias detectadas apresentaram comportamento esperado, em que as mais 

apolares se concentraram na partição hexânica e as mais polares se concentraram 

em RA. 

 

 
Figura 11 – Espectros de ultravioleta de padrão de flavonóis e gossipol. A: 

Quercetina-3-O-glicosídeo; B: Campferol, C: Gossipol e seus 
análogos. 

Fonte: A e B – gentilmente cedidos pela Prof.a Dr.a Fabíola Dutra Rocha, C – 
(DOWD; PELITIRE, 2006) 

 

A substância em destaque na FDM (Figura 12 E’) é o mesmo flavonol 

encontrado em FAE e, além dele, podem ser observadas substâncias 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 substâncias com Rf 

maior que 0,51 da Figura 6 podem ser observadas com mais detalhes na Figura 8. 

Na FH destacam-se as substâncias de menor polaridade, com tempo de retenção 

próximo à 70 min da Figura 12, mas estas não puderam ter a classe química inferida 

apenas pelo espectro de UV. Estas substâncias encontraram-se sobrepostas na 

Figura 6 E, mas podem ser vistas na Figura 8. 

A fração que se apresentou mais rica em substâncias foi RA, onde podem 

ser observados pelo menos três prováveis arilpropanoides, sinais A, B e C da Figura 

12. Também estão presentes substâncias que não tiveram a classe química inferida 

somente pelo espectro de UV. Não foram observados espectros similares ao do 

gossipol (Figura 11 C) e seus análogos em nenhum dos extratos e partições. 

 

C 
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência das 
frações dos extratos brutos metanólicos de folhas de Gossypium 

barbadense L. utilizando-se  = 335 nm. Espectros de ultravioleta do 
flavonoide presente em todas as frações, dos arilpropanoides presentes 
no resíduo aquoso e da substância majoritária na fração hexânica semi-
purificada. 
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5.2.3. Cromatografia gasosa acoplada à espectrômetro de massas 

 

 

A análise por CG-EM de EBH revelou a presença de 19 substâncias que, 

pela fragmentação de massas e comparação com banco de dados Wiley 7n.1, 

indicam a presença de sete sesquiterpenos (22,28% da área), um diterpeno (5,22% 

da área), seis ácidos graxos saturados (36,59% da área), quatro ácidos graxos não 

saturados (29,16% da área) e uma substância não identificada (6,75% da área), mas 

que apresenta o perfil de fragmentação semelhante ao do sesquiterpeno acorenol 

(ADAMS, R.P., 1985), totalizando 93,25% da área total do cromatograma com 

sugestão de substâncias.  

 

Tabela 3 – Substâncias detectadas no extrato bruto hexânico de folhas de 
Gossypium barbadense L. em análise por cromatografia com fase 
gasosa acoplada ao espectrômetro de massas. 

ST – Sesquiterpeno, DT – Diterpeno, AGS – Ácido graxo saturado, AGI – Ácido graxo insaturado, 
IRcalc – Índice de retenção calculado, IRlit - Índice de retenção de literatura, * - Retirado de Pherobase 

(2013), # - perfil de fragmentação semelhante ao do sesquiterpeno  - acorenol. 

 

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

pode observar a presença de bandas violáceas (terpenoides) e bandas esverdeadas 

Constituintes TR IRcalc IRlit* Área (%) Classe química 

trans–Cariofileno 17,286 1421 1418 4,91 ST 

-Humuleno 18,184 1456 1454 1,94 ST 

-Selineno 19,015 1490 1485 4,79 ST 

-Selineno 19,171 1496 1494 4,50 ST 

cis--bisaboleno 19,438 1501 1515 1,37 ST 

-Cadineno 19,624 1504 1524 1,56 ST 

Laureato de etila 20,997 1535 1597 0,22 AGS 
Óxido de cariofileno 21,272 1584 1606 3,21 ST 
Não 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 - 
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(substâncias não terpenoídicas). Os majoritários, mostrados na Tabela 3, foram 

palmitato de etila (22,30%) e linolenato de etila (19,28%). 

Essien, Aboaba e Ogunwande (2011) estudaram o óleo essencial de G. 

barbadense e demonstraram a presença dos terpenos tricicleno, acetato de bornila, 

α-pineno, α-terpineno, isoledeno e β-pineno. Embora estes terpenoides sejam 

diferentes dos encontrados no presente trabalho, o que pode ser justificado pela 

diferença entre a extração do óleo essencial e o extrato hexânico, o trabalho destes 

autores ratifica o aparato celular de G. barbadense para a produção desta classe de 

substâncias. Chugh, Mehta e Dua (2012) constataram a presença de terpenoides 

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

Tabela 3. 

Em FH foram detectadas sete substâncias que, pela fragmentação de 

massas e comparação com banco de dados Wiley 7n.1, indicam a presença de três 

ácidos graxos saturados (23,89% da área), dois ácidos graxos não saturados 

(22,47% da área), e o diterpeno majoritário fitol (51,51% da área), gerando 97,87% 

da área total do cromatograma com sugestão de substâncias. Estes resultados são 

corroborados pela Figura 8 E, onde pode ser observado apenas um sinal de 

coloração violácea no cromatograma referente à FH. Os outros dois constituintes 

majoritários encontrados foram o palmitato de metila e linolenato de metila, com 

17,33% e 18,85% da área total, sucessivamente (Tabela 4). Isto sugere que as 

substâncias apolares observadas na Figura 8 E sejam ácidos graxos, uma vez que 

não apresentaram-se violáceas. As substâncias majoritárias e o linoleato de metila, 

também estão presentes em EBH em menor concentração relativa.  

 
Tabela 4 – Substâncias presentes na fração hexânica obtida a partir do extrato bruto 

metanólico de folhas de Gossypium barbadense L. (FH) em análise por 
cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas. 

Constituintes TR IRcalc IRlit* Área (%) Classe química 

Palmitato de metila 28,396 1913 1928 17,33 AGS 
Ácido palmítico 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 
Não identificado 34,718 2255 - 2,13 - 

Total -   100 - 

AGS – Ácido graxo saturado, AGI – Ácido graxo insaturado, DT – Diterpeno, IRcalc – Índice de 

retenção calculado, IRlit - Índice de retenção de literatura, * - Retirado de Pherobase (2013). 

javascript:void(0);
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O trabalho de Ebrahim (2005) demonstrou a presença ácidos graxos 

saturados e insaturados nas folhas de G. barbadense expostas à luz ultravioleta. 

Dowd (2012) demonstrou a presença de ácidos 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 ácidos graxos. 

Apesar da caracterização de EBH e FH por CG-EM, não é possível 

relacionar as substâncias encontradas nesta técnica com as apolares encontradas 

na CLAE, uma vez que as substâncias identificadas em CG-EM, neste caso, não 

apresentam cromóforos. É possível verificar que EBH apresentou maior variabilidade 

de constituintes apolares tanto na análise por CG-EM (Tabela 3) quanto na CCD 

(Figura 8) do que FH (Tabela 4 e Figura 8) 

A análise de CG-EM se mostrou eficaz, uma vez que todos os constituintes 

foram listados na Tabela 3 e 4, gerando 100% da área tabelada e sugestão de 

constituintes para 93,25% da área relativa ao EBH e 97,87% da área relativa à FH. 

 

 

5.3. Identificação 

 

 

Com o objetivo de se isolar os flavonoides que apresentaram maior sinal nos 

cromatogramas provenientes de CLAE-DAD das frações semi-purificadas, foram 

realizados ensaios cromatográficos sucessivos (item 4.4) que resultaram no 

isolamento de GbFlav-3, um amorfo de coloração amarela. Análise de CCD dessa 

substância, após revelação com NP/PEG, apresentou coloração amarelada 

característica de flavonoides e, ao ser submetida à luz UV de de365 nm, 

apresentou coloração fluorescente alaranjada intensa, similar à da quercetina 

(WAGNER, H.; BLADT, 2001). O espectro na região do ultravioleta de GbFlav-3, em 

água : acetonitrila (71:29), mostrou sinais máximos de absorção em 211, 251 e 

351 nm, regiões específicas de absorção de flavonóis (SIMÕES, C.M.O., et al., 

2007). Os dados de RMN 1H são mostrados na Tabela 5.  
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Tabela 5 – Sinais do flavonol GbFlav-3 comparados aos sinais obtidos na literatura 

Sinal 

, ppm (J, Hz) multiplicidade 

GbFlav-3 
Quercetina 

(DAI et al., 2009) 

Quercetina 
(NASCIMENTO 

et al., 2006) 

Quercetina 
(JASINSKI, 

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. 

 

Análise do espectro de RMN 1H mostrou um duplo dubleto em7,67 (dd, J = 

8,52 Hz e J’ = 2,23 Hz), além de dubletos em 7,7767 (d, J = 2,17 Hz) e 6,92 (d, J = 

8,96 Hz), sugerindo o acoplamento do tipo AMX do anel aromático C dissubstituído 

do flavonol, representando os hidrogênios dos carbonos 6’, 2’ e 5,’ respectivamente. 

Os dubletos em 6,42 (d, J = 2,10 Hz) e 6,21 (d, J = 2,14 Hz) sugerem o 

acoplamento meta no anel aromático A dissubstituído do flavonol. A comparação 

dos sinais obtidos nesta análise (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 ampliação do espectro de RMN, obtido utilizando-se a 

técnica de COSY, na região de deslocamento característica dos aromáticos. Esta 

técnica confirmou o acoplamento do hidrogênio do carbono 6 com o do carbono 8 e 

o acoplamento do hidrogênio do carbono 6’ com os dos carbonos 2’ e 5’. 

 

Figura 13 – Espectro de COSY na região do acoplamento aromático de GbFlav-3. 
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Figura 14 – Espectro de HSQC na região do acoplamento aromático de GbFlav-3. 
 

Estes dados vão ao encontro da proposta formulada durante a análise do 

perfil cromatográfico dos extratos por CCD e CLAE-DAD, confirmando que o 

flavonoide isolado é uma quercetina com uma substituição provável na hidroxila do 

carbono 3, um provável resíduo de açúcar (dados não mostrados). A estrutura da 

quercetina pode ser vista na Figura 15. Espectros estão sendo aguardados para a 

confirmação da substituição em 3-O. 

Cabe ressaltar que o isolamento de um glicosídeos de quercetina é comum 

em Gossypium (PAKUDINA; SADYKOV, 1970; PAKUDINA; SADIKOV; DENLIEV, 

1965; WAAGE; HEDIN, 1984). 

 

 

Figura 15 – Estrutura química da quercetina. 
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5.4. Atividade antibacteriana contra Gardnerella vaginalis 

 

 

5.4.1. Teste de difusão em ágar 

 

 

Neste teste, os EBM, EBH, FH, FDM, FAE e RA apresentaram um pequeno 

halo de inibição contra pelo menos uma cepa avaliada e o EBH2O não apresentou 

atividade contra nenhuma das bactérias testadas (Tabela 6). O extrato metanólico e 

a fração de diclorometano foram os únicos que apresentaram atividade em todas as 

cepas testadas, sendo relevante no procedimento de biomonitoramento.  

 

Tabela 6 – Efeito dos extratos e frações semi-purificadas de folhas de Gossypium 
barbadense L. frente à diferentes cepas bacterianas. 

Cepas 
Tamanho do halo de inibição (mm) 

C(-) EBH2O 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 clínico. 

 

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 

substância majoritária no sistema CLAE-DAD utilizado, em ambas as amostras que 

apresentaram atividade. O flavonoide parece, porém, não apresentar atividade 

isoladamente, uma vez que a FAE também possui o mesmo flavonoide (Figura 12) e 

nas mesmas condições como majoritário, além de estar em maior concentração 

relativa do que FDM e EBM na leitura à 335 nm (Figuras 10 e 12), e não apresenta 

atividade semelhante a estes extratos. Annan e Houghton (2008) também sugerem 

que a presença de flavonoides biologicamente ativos pode estar relacionada à 

atividade antimicrobiana. Waage e Hedin (1984) descrevem que os derivados de 

quercetina 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 à atividade contra G. vaginalis. 

 



71 

 

 

5.4.2.Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

 

Considerando os resultados obtidos no teste de difusão em ágar, foram 

selecionados para o teste de CIM o EBM, a FDM e 24 cepas, sendo duas ATCCs e 

22 isolados clínicos. Segundo Knupp (2013), os isolados clínicos apresentaram 

resistência aos antibióticos metronidazol, secnidazol, tinidazol e ampicilina e foram 

sensíveis à clindamicina, ao cloranfenicol e à associação entre ampicilina e 

sulbactam (ANEXO B). Os valores de CIM50%, CIM90% e variação da CIM entre as 

cepas testadas estão descritas na Tabela 7. 

Como pode ser observado na Tabela 7, foi encontrada CIM50% de 512 g/mL 

e 256 g/mL e CIM90% de 1024 g/mL e 512 g/mL, respectivamente para EBM e 

FDM. A despeito do resultado observado no teste de difusão em ágar, no qual 

ambos os extratos apresentaram o mesmo halo de inibição, no teste de CIM, FDM 

apresentou uma atividade aparentemente melhor, sugerindo que esta fração deve 

ser alvo de futuro fracionamento bioguiado. Considerando o perfil de resistência das 

cepas testadas, este resultado se torna mais relevante como indicativo para estudos 

posteriores visando a confirmação da atividade in vivo. 

A terapia utilizada hoje no tratamento de vaginose bacteriana é, sobretudo, 

na restauração da microbiota saudável da vagina. Os fármacos de escolha 

atualmente são o metronidazol ou a clindamicina, com diferentes espectros de 

atividade, mas aparentemente sua eficácia é em curto prazo, com taxas 

aproximadas de cura de 80% a 90% em 1 mês (NAGARAJA, 2008). Porém, 

segundo Menard e Bretelle (2012), o tratamento está em uma condição subótima, 

com frequentes recidivas após a terapia antimicrobiana.  

A recomendação primária para o tratamento de VB é o metronidazol, no 

entanto, vários estudos tem apontado para a resistência de G. vaginalis a esse 

fármaco (KNUPP, 2013; NAGARAJA, 2008; SIMÕES, A.A., et al., 2001) e a 

recorrência de sintomas dentro de um curto período de tempo da conclusão 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 

atribuídos ao metronidazol são frequentes.  
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Tabela 7 – Efeito de EBM e FDM frente à diferentes cepas bacterianas de 
Gardnerella vaginalis. 

Cepas 
CIM (g/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 

113.1 512 512 256 512 

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 

Variação 64 a >1024 64 a >1024 32 a >1024 32 a >1024 

EBM – Extrato Bruto Metanólico; FDM – Fração em Diclorometano do EBM; saud – linhagem isolada 
de pacientes saudáveis. 

 

Vários trabalhos, como o de Knupp (2013), Teixeira (2010) e Nagaraja 

(2008), tem apontado para a eficiência da clindamicina, que vem apresentando baixa 

taxa de resistência, mas, segundo Nagaraja (2008), este fármaco, diferentemente do 

metronidazol, é conhecido por afetar também os lactobacilos, que são 

microrganismos residentes e importantes na prevenção de VB e CVV. 

Sendo assim, acredita-se que FDM apresentou tendência à melhor atividade 

que o metronidazol nos testes in vitro realizados, com a CIM90% de 512 g/mL, e 
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EBM apresentou uma atividade similar à do metronidazol, com a CIM90% de 1024 

g/mL, sendo a CIM90% deste fármaco de 1024 g/mL (KNUPP, 2013). É importante 

ressaltar, que por se tratarem de extratos brutos e frações semi-purificadas 

abordadas neste trabalho, o valor de CIM próximo e até inferior ao do metronidazol, 

que é um fármaco já 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 difusão em ágar, esta 

tendência apresentada pela fração diclorometânica no teste de CIM, sugere que a 

atividade não seja restrita aos flavonóis, uma vez que ela apresentam-se em menor 

concentração 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 

intermediária (32 a 38 min) e mais apolares (70 a 78 min), que não podem ser 

observados nos cromatogramas de EBM por estarem em menor concentração 

relativa. 

A quercetina já foi descrita por vários autores por sua atividade 

antimicrobiana, porém, nenhum relato foi encontrado na literatura associando esta 

substância à atividade contra G. vaginalis. O trabalho de Gehrke et al. (2013) 

demonstrou a atividade desta substância contra Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus piogenes, Staphylococcus 

saprophyticus, Escherichia coli, Psedomonas aeruginosa e Shigella sonnei.  

O único 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 óleo essencial de folhas do 

algodoeiro apresentam atividade moderada contra Gardnerela sp., Staphylococcus 

aureus, e Escherichia coli. Embora o óleo essencial desta espécie seja rico em 

terpenoides, substâncias de menor polaridade, não se pode usá-lo como base para 

justificar a ação encontrada em EBM e FDM, uma vez que os terpenoides, com 

exceção 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 possível observar a perda de atividade de EBM 

quando fracionado (Figura 16 C), no qual não foram observados halos de inibição. 

Na Figura 16D, observamos a presença do halo de inibição quando o extrato não foi 

submetido ao processo cromatográfico, assim como observado no teste de difusão 

em ágar. Este resultado sugere uma ação sinergística das substâncias presentes no 

extrato. 

 

 

Figura 16 – Bioautografia do extrato bruto metanólico de folhas de Gossypium 
barbadense contra Gardnerella vaginalis. Sistema cromatográfico: 
acetato de etila : metanol : água (100:13,5:10). A – Placa de 
bioautografia, B – Revelação com NP/PEG e luz UV de 365 nm, C – 
Ampliação da bioautografia, D – Ampliação da placa controle. 

 
Os benefícios da combinação de fármacos vêm sendo observados desde o 

último século. Foi observado que, geralmente, substâncias ativas que agem em 

apenas um alvo molecular são menos efetivas que a terapia multialvo utilizando-se 

fármacos combinados e, nos últimos anos, a medicina vem adotando cada vez mais 

esta postura (CSERMELY, AGOSTON, PONGOR, 2005). 

É sabido que as plantas contêm uma grande diversidade de substâncias 

especializadas, os metabólitos especiais, e que essa diversidade pressupõe uma 

grande probabilidade de interações, podendo gerar atividade sinergística entre suas 

substâncias (BIAVATTI, 2009).  

A 
B 

C 

D 
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As indicações terapêuticas de extratos de plantas são, na maioria dos casos, 

empíricas, e praticantes da fitoterapia acreditam que o extrato total tem ação melhor 

que a dose equivalente da substância isolada (NELSON; KURSAR, 1999). Através 

dos estudos de sinergismo é possível demonstrar a validade desta afirmação. 

Alguns trabalhos têm demonstrado a presença de interação e amplificação do efeito 

em diferentes extratos de plantas, assim como entre substâncias do mesmo extrato. 

Exemplos clássicos são os valepotriatos presentes em Valeriana officinalis e os 

gincolídeos, presentes em Ginkgo biloba (BIAVATTI, 2009). 

A descoberta dos antibióticos foi um grande passo para a saúde pública no 

que tange as doenças infecciosas, porém seu uso indiscriminado levou ao 

desenvolvimento e seleção de patógenos multirresistentes (HEMAISWARYA; 

KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). Segundo Obiang-Obounou e Jang (2011), a 

avaliação do sinergismo tornou-se muito importante nos esforços para superar a 

resistência de diferentes patógenos aos antibióticos atuais. 

O exemplo mais conhecido desta combinação é o da penicilina com o ácido 

clavulânico, um inibidor de -lactamase. De forma similar, o galato de 

epigalocatequina parece ser um produto natural adequado para a manutenção da 

atividade da penicilina. Alguns outros produtos naturais como atelimagrandina I, a 

rugosina B, a corilagina e os flavonoides catequina e baicalina são capazes de 

bloquear o sistema de bomba de efluxo desenvolvido por várias bactérias como 

forma de resistência aos antibióticos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 

2008). 

Como foi demonstrado, G vaginalis tem apresentado cada vez mais 

resistência ao metronidazol. Sendo assim, novas opções terapêuticas se fazem 

necessárias. Neste contexto, o extrato bruto metanólico e sua fração diclorometânica 

de folhas de G. barbadense mostraram-se eficientes na inibição do crescimento das 

cepas de G. vaginalis no protocolo experimental utilizado, porém quando EBM foi 

submetido ao processo cromatográfico, separando assim suas substâncias, a 

atividade antibacteriana não foi mais observada. 

Estes resultados apontam para uma possível atividade sinergística entre as 

substâncias presentes nos extratos, corroborando com os resultados encontrados no 

teste de difusão em ágar. Como demonstrado por Hemaiswarya, Kruthiventi e Doble 

(2008), alguns flavonoides tem a capacidade de proteger as demais substâncias 
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ativas contra a oxidação ou contra a degradação, o que justificaria a maior atividade 

antibacteriana de FDM, que é uma fração de transição entre FH e FAE, ou seja, 

apresenta um pouco dos constituintes de cada uma destas frações (Figuras 6, 8 e 

12. Este tipo de interação também foi encontrado por Oliveira, F.Q., et al. (2004) ao 

estudarem a atividade de Bidens pilosa contra malária. Estes autores verificaram 

que a atividade estava presente apenas na presença concomitante de poliacetileno 

e de flavonoides. 

Ramadan e Asker (2009), evidenciaram que uma formulação de lecitina, já 

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 fosfolipídeos, provenientes do metabolismo primário, 

e a quercetina, proveniente do metabolismo secundário (especial), e sua atividade 

antioxidante, atuando como protetora das substâncias 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 eficiência do tratamento de infecções causadas por 

microrganismos produtores desta enzima. 

 

 

5.5. Citotoxicidade contra Artemia salina 

 

 

Neste modelo experimental, não foi observada morte dos náuplios em 

nenhuma das concentrações testadas tanto para EBM quanto para FDM, com isso 

tem-se CL50 maior que 5,0 mg/mL. Estes dados são corroborados pelo trabalho de 

Al-Fatimi et al. (2007) que demonstrou CL50 maior que 1,0 mg/mL contra uma 

linhagem de células humanas epiteliais e de Ajaiyeoba et al. (2006) que encontraram 

CL50 = 3,86 mg/mL contra náuplios de A. salina. 

O resultado encontrado reforça a ausência do gossipol nos extratos 

analisados, uma vez que esta substância é conhecida também por sua 

citotoxicidade (Coyle et al., 1994). Esta hipótese é corroborada ainda pelo trabalho 

de Ajaiyeoba et al. (2006) que além de demonstrar a baixa citotoxicidade do extrato 
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hidrometanólico de G. barbadense, encontrou CL50 de 94,1 e 257,2 g/mL para G. 

arboreum e G. hirsutum respectivamente e atribuiu este efeito ao gossipol. 

Neste trabalho, ter encontrado no teste de citotoxicidade o CL50 pelo menos 

cinco vezes maior que a CIM90% do EBM e pelo menos dez vezes maior que a 

CIM90% de FDM é relevante, uma vez que não foram realizados testes in vivo de 

toxicidade dos extratos. Segundo Benbow et al. (2010), uma simples avaliação de 

citotoxicidade pode ser adicionada às demais informações de grande importância no 

estudo de fármacos, como potência farmacológica, seletividade e ADME 

(administração, distribuição, metabolização e excreção). Estes autores 

demonstraram que resultados gerais de segurança estão correlacionados de tal 

forma que, quanto maior a concentração necessária para determinada substância 

causar um efeito citotóxico, maior é 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, tão importante quanto a toxicidade seletiva contra células 

tumorais seria um possível aumento da viabilidade celular e/ou da proliferação 

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, após a aderência às células do epitélio vaginal e formação de biofilme, 

lisam as células do epitélio vaginal, apresentando assim alto grau de citotoxicidade. 

Devido a este fato fármacos 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 mamário humano (MCF7), EBH2O e FDM 

apresentaram redução significativa em relação 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).  

 

 

Figura 17 – Viabilidade celular de adenocarcinoma mamário humano (MCF7) e 
fibroblasto murino (3T3), quando desafiado por extratos de 
Gossypium barbadense L..  

 

Lee et al. (2013) demonstraram que a quercetina, presente em EBH2O e 

FDM, possui atividade citotóxica contra seis das sete linhagens cancerosas testadas 

por eles. Esta substância pode ser uma chave para a ação encontrada em EBH2O, 

mas aparentemente não é a principal responsável, uma vez que outros extratos 

como FAE, RA e EBM também apresentam este flavonol. 

Gossipol é um terpenoide muito estudado no gênero Gossypium, que 

apresenta relevantes atividades biológicas. 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 substância não foi detectada 

pelos métodos de análise química empregados, e seria mais provável sua presença 
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nos extratos de polaridade intermediária dentre os solventes orgânicos 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 relação ao controle (Figura 17), obtendo-se 

respectivamente 130,4%, 134,8%, 180,7% e 147,0% de viabilidade celular. Os 

demais extratos não interferiram significativamente na viabilidade celular, 

apresentando os seguintes valores: 100,4% (EBH); 100,1% (RA) e 97,4% (EBH2O). 

Estes resultados indicam para uma citotoxicidade específica de EBH2O 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 frações do 

extrato metanólico de bolas de algodão imaturo de G. indicum possuem atividade 

antiproliferativa seletiva contra células tumorais. Estes autores sugerem também que 

a atividade é incrementada por efeito sinergístico, uma vez que os flavonoides 

isoladamente apresentaram atividade mais baixa que as frações, 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 avaliação da sobrevivência e proliferação de células de mamíferos, uma vez 

que a coloração, obtida através da formação de cristais de formazan só é possível 

através das mitocôndrias de células vivas e viáveis. Quando o aumento da 

proliferação celular de linhagens normais está presente, pode-se associá-lo à 

reparação tecidual (ADETUTU; MORGAN; CORCORAN, 2011), o que também é um 

fenômeno importante no reestabelecimento do equilíbrio 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 redução do MTT a 

formazam pelos flavonoides, que estão em maior concentração relativa nesta fração 

do que nas demais. Este interferência já 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 concentração relativa, 

aparentemente não sofreram interferência na redução do MTT ou, pelo menos, se 
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presente, não influenciou na diferença da resposta entre as diferentes linhagens de 

células. 

 

 

5.7. Atividade anti-inflamatória in vitro 

 

 

Ao se avaliar a produção de citocinas (IL-17, IFN- e TNF-) e NO frente a 

EBH2O, EBM e EBH em relação ao controle negativo estimulado, pode-se perceber 

que o único extrato que apresentou redução significativa de todos os quatro 

parâmetros analisados foi EBH na maior concentração testada. Este mesmo extrato 

reduziu significativamente a produção de NO e TNF- na concentração de 50 g/mL 

e se apresentou, de maneira geral, como mais promissor para futuros testes in vivo. 

EBH2O reduziu significativamente a produção de IL-17, IFN- e TNF-na 

concentração de 100 g/mL e apenas a IL-17 com 50 g/mL. EBM, na concentração 

de 100 g/mL reduziu significativamente a produção de IL-17 e TNF-e apenas IFN-

na com 50 g/mL Estes dados podem ser vistos na Figura 18. 

Embora não tenha apresentado diferenças significativas entre os grupos 

desafiados com os extratos, observa-se uma tendência de comportamento dose 

dependente das atividades apresentadas na Figura 18, excetuando-se EBH2O e 

EBM no teste de NO. 

Na comparação com o controle negativo basal pode-se perceber que só 

houve aumento significativo nas menores concentrações testadas, ou seja, 25 

g/mL. No tratamento com EBH2O, IL-17 e NO estavam aumentados e, no 

tratamento com EBM, apenas a IL-17 estava aumentada. 

Embora EBM e EBH2O não tenham apresentado atividade contra NO, Lee 

et al. (2013) demonstraram esta atividade para a quercetina. 
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Figura 18 - Variação da produção de citocinas (IL-17, IFN- e TNF-) e de Óxido 
Nítrico (NO) por esplenócitos estimulados com concanavalina A na 
presença de extratos brutos de Gossypium barbadense L. C (-)B – 
Controle negativo basal, C (-)E – Controle negativo estimulado. 

 
 

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

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

despeito do linolenato de etila, do qual não são encontrados trabalhos na literatura 
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descrevendo sobre algum possível efeito anti-inflamatório, são encontrados alguns 

trabalhos que descrevem esta propriedade do palmitato de etila.  

Um exemplo é o trabalho realizado por Saed et al. (2012). Este trabalho 

descreve a ação do palmitato de etila e do palmitato de metila, um dos constituintes 

minoritários do EBH, como anti-inflamatório utilizando-se diversos modelos 

sistêmicos animais. Os autores demonstraram a diminuição do edema de pata, da 

concentração de prostaglandina 2 nos exsudatos, da expressão de TNF-α, IL-6 e 

NF-B no plasma e do edema de orelha. Estes autores evidenciaram também a 

atividade nos parâmetros histopatológicos do processo inflamatório. A equipe ainda 

conclui que o palmitato de etila tem grande potencial como anti-inflamatório. O 

estudo realizado por Radziah, Najwa e Nurfadilah (2011) demonstrou que o óleo 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 óleo tem atividade anti-inflamatória. Estes trabalhos 

corroboram com a atividade encontrada neste estudo. 

A atividade contra IL-17, IFN- e TNF- observada em EBM e EBH2O 

provavelmente é devida à presença dos flavonoides, que podem ser observados nas 

Figuras 9 e 10. Vários estudos descrevem a atividade anti-inflamatória destas 

substâncias. O trabalho de Kim, Namgoong e Kim (1993) demonstrou a redução do 

edema de orelha para tratamentos com agliconas de flavan-3-óis, flavanonas, 

flavonas, flavonóis e isoflavonas. Pelzer et al. (1998) testaram 30 flavonoides (sete 

flavanonas, 13 flavonas e 10 flavonóis) e concluiu que todos apresentavam atividade 

anti-inflamatória, variando de acordo com sua estrutura e o método de uso. 

Dentre os flavonoides encontrados nos extratos, destaca-se a quercetina em 

EBM e EBH2O. Liu e Lin (2013), ao analisarem a produção de IFN-, IL-2, IL-12, IL-

10 e TNF-, demonstraram que o suco do fruto de Morus alba L. (Moraceae), rico 

em quercetina, apresenta potente atividade imunomodulatória sobre macrófagos 

peritoneais e sobre esplenócitos. Guo et al. (2013), demonstraram que a quercetina 

e a quercetina-3-O-glicuronídeo apresentam atividade inibitória sobre inflamação 

causada por espécies reativas de oxigênio por bloquearem a ativação de IKK/NF-

B. Estudo realizado por García-Mediavilla et al. (2007) evidenciou que a quercetina 

apresenta atividade moduladora contra iNOS, ciclooxigenase-2 e proteína-C reativa 

aparentemente através do bloqueio da via do NF-B.  
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Há escassez de trabalhos na literatura associando o gênero Gossypium com 

a atividade anti-inflamatória. O trabalho de Ji et al. (2012) demonstra que o extrato 

de G. herbaceum é capaz de regular os níveis de IL-1RA/IL-1em ratos, sendo 

considerado pelo autor como um potencial agente para prevenir a progressão de 

doenças neurodegenerativas como o Alzheimer. Porém, vasta literatura, como os 

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 família Malvaceae como anti-inflamatórios. 

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 o processo inflamatório está 

envolvido em uma ou mais vias no PPM e alguns autores, como Leitich et al. (2003), 

associam o PPM à VB. Além disto, Silver et al. (1989) descrevem que pacientes com 

VB apresentam aproximadamente três vezes mais chance de desenvolver 

corioamnionite histológica. Alguns autores demonstraram a associação entre PPM 

espontâneo com esta doença e com o alto nível de citocinas no soro, no líquido 

amniótico e no muco vaginal em mulheres (PUCHNER et al., 2011; SIMHAN et al., 

2011; GARGANO et al., 2008). Kemp et al. (2010) reforçam esta ideia descrevendo 

que a expressão de citocinas como, por exemplo, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-, está 

associada ao PPM através do regulação positiva de prostaglandinas, 

metaloproteinases de matriz e outros fatores cérvico-uterinos. 

Assim sendo, a resposta anti-inflamatória encontrada para os extratos brutos 

de G. barbadense sugere um potencial para novos estudos in vivo relacionados com 

a prevenção do PPM, uma vez que estes extratos apresentaram atividade in vitro 

contra duas etiologias importantes, a bactéria G. vaginalis e a inflamação. Com este 

panorama em mente, vale destacar que a terapia multialvo é mais efetiva e menos 

vulnerável à resistência adaptativa, pois os sistemas biológicos apresentam maior 

dificuldade em compensar a ação de duas ou mais substâncias ao mesmo tempo 

(KEITH; ZIMMERMANN, 2004). 

Sabe-se também que, embora a VB não seja um fator predisponente para a 

doença inflamatória pélvica (NESS et al., 2004), sua presença está muitas vezes 

associada a esta doença, mesmo quando assintomática (HAINER; GIBSON, 2011) e 
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também com o risco aproximadamente quatro vezes maior de a paciente apresentar 

endometrite pós-parto (WATTS et al., 1990). Mais uma vez os 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 inflamação, que está presente na doença 

inflamatória pélvica ou prevenindo a endometrite pós-parto. 

A cada dia está mais evidente que diversas doenças possuem etiologia 

multicausal e uma complexa patofisiologia, que podem ser tratadas mais 

efetivamente com o sinergismo de fármacos do que com um fármaco que vise 

apenas um alvo (WAGNER, H., 2011). Isto pode ser observado nos tratamentos 

bem estabelecidos atuais contra AIDS, câncer, malária, hipertensão e infecções. 

Outra quebra de paradigma é a adoção da multiterapia que foca principalmente nos 

mecanismos de defesa e reparo do organismo em detrimento do combate apenas à 

doença (CSERMELY; AGOSTON; PONGOR, 2005). A própria PNPIC, entende a 

Fitoterapia como prática integrativa e complementar, buscando interagir mais de 

uma forma de tratamento das doenças (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 opções 

terapêuticas para o tratamento desta doença. 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, são provenientes de pesquisa etnofarmacológica 

prévia. 

Feitas estas considerações, os extratos de G. barbadense, principalmente 

EBM e FDM, apresentaram resultados in vitro relevantes que sugerem coerência 

com o hábito popular como tratamento da vaginose bacteriana, quadro muito 

complexo que envolve a proliferação de anaeróbios, principalmente Gardnerella 

vaginalis, destruição de células da mucosa vaginal e pode estar associada, como 

causa ou consequência, às doenças inflamatórias.  



85 

 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 

O flavonoide isolado de FAE, presente em EBM e suas frações é uma 

quercetina com substituição na hidroxila da posição 3. 

G. barbadense apresentou-se rica em terpenoides e ésteres de ácidos 

graxos, sendo os majoritários 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 frações não foram citotóxicos na metodologia in vitro 

empregada. 

Dentre os extratos brutos, EBH apresentou a maior atividade anti-

inflamatória in vitro para a produção de NO e citocinas (IL-17, IFN- e TNF-.  

EBM e FDM apresentaram atividade contra G. vaginalis, tendo o segundo se 

apresentado mais eficiente que o fármaco de escolha (metronidazol) na metodologia 

in vitro empregada. 

As atividades biológicas encontradas para EBM e FDM, obtidos de folhas de 

Gossypium barbadense L. contribuem para a confirmação da indicação popular para 

o tratamento da vaginose bacteriana. Novos estudos in vivo se fazem necessários 

para a confirmação destas atividades quando em sistemas biológicos complexos. 
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ANEXO B 

 
TABELA 8 - Perfil de resistência das cepas testadas de Gardnerella vaginalis aos 

antibióticos presentes no mercado brasileiro. 

 
CIM (g/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** 

113.1 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 

135.4 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** 

Variação 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; ** - resistência ao antibiótico; * - 
resistência intermediária ao antibiótico.  

Fonte: Adaptado de Knupp (2013). 


