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RESUMO 

 

Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (Myrtaceae) é uma espécie nativa comestível 

encontrada na Floresta Amazônica, comumente conhecida como gabiroba. No Brasil, espécies 

de Campomanesia são frequentemente usadas na medicina tradicional para desordens 

gastrintestinais. Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram elevado teor de 

fenóis e alta atividade antioxidante para o extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia, 

sugerindo relação de sua utilização etnofarmacológica como antidiarreico, antiúlcera gástrica e 

cicatrizante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a fitoquímica, a atividade gastroprotetora, 

anti-inflamatória e anti-Helicobacter pylori de C. lineatifolia e contribuir para sua padronização 

químico-biológica. Para isso, foi desenvolvido método extrativo otimizado para obtenção de 

extrato enriquecido em fenólicos e método analítico por cromatografia líquida de ultra 

eficiência para avaliação qualitativa e quantitativa desse extrato. Na sequência, utilizou-se a 

cromatografia em contracorrente de alta velocidade e métodos espectroscópicos para isolar e 

caracterizar as substâncias químicas presentes no extrato otimizado. Análise por cromatografia 

gasosa-espectro de massas foi utilizada para identificação das substâncias químicas presentes 

no óleo essencial. Para avaliação das atividades gastroprotetora, anti-inflamatória e anti-H. 

pylori, foram realizados ensaios in vivo em modelos experimentais de úlcera gástrica e ensaios 

in vitro. Os resultados do planejamento extrativo permitiram selecionar o extrato etanólico 

obtido por sistema de refluxo como aquele enriquecido em fenólicos. Análises obtidas por 

cromatografia líquida-espectro de massas e ressonância magnética nuclear em 13C e 1H 

permitiram identificar 15 substâncias químicas no extrato etanólico otimizado, das quais 12 

delas são inéditas para a espécie, sendo os flavonoides quercitrina e miricitrina as substâncias 

majoritárias, e a quercitrina selecionada como marcador para o desenvolvimento do método 

analítico. Já no óleo essencial, foram identificadas 8 substâncias químicas, representando um 

total de 98,09%, sendo o 3-hexen-1-ol (46,15%) e o α-cadinol (20,35%) os constituintes 

majoritários. Ensaio in vivo em modelo de úlcera gástrica induzida por etanol demonstrou que 

o extrato protegeu o estômago de camundongos, nas doses de 100 e 250 mg/Kg, e promoveu 

um aumento do muco gástrico. No modelo de úlcera gástrica induzida por indometacina, os 

animais tratados com o extrato apresentaram redução das citocinas inflamatórias CXCL-1 e IL-

6, além da inibição da via do NF-κB no tecido gástrico. Ensaios in vitro em células THP-1 

estimuladas por LPS mostraram que o extrato e substâncias isoladas, quercitrina e miricitrina, 

foram capazes de reduzir TNF-α e NF-κB. Ensaios in vitro de atividade anti-H. pylori 

demonstraram que o extrato etanólico foi capaz de inibir o crescimento bacteriano de cepas 

comerciais (MIC 0,49 μg/mL) e clínicas (MIC 125-250 μg/mL). Ainda, o óleo essencial 

também apresentou atividade anti-H. pylori, na menor concentração testada (MIC 0,6%) em 

cepas comerciais e isolados clínicos. Como conclusão, o extrato de C. lineatifolia foi otimizado 

e padronizado quimicamente e os ensaios in vitro e in vivo, sugerem uma relação mecanística 

da gastroproteção à atividade anti-inflamatória e estimuladora de muco protetor mucosal, além 

da atividade antibacteriana anti-H. pylori. Isto abre perspectivas para um fitoterápico como 

nova opção terapêutica para pacientes com úlcera gástrica, tendo em vista que os protocolos 

atuais de manejo clínico não contam com fármacos que apresentem estas atividades 

farmacológicas em associação. 

 

Palavras-chave: Campomanesia lineatifolia; úlcera gástrica; atividade anti-inflamatória; 

Helicobacter pylori. 



ABSTRACT 

 

Campomanesia lineatifolia Ruiz and Pav. (Myrtaceae) is an edible native species found in the 

Amazon Rainforest, popularly known as gabiroba. In Brazil, Campomanesia species are 

traditionally used for medicinal purposes such as gastrointestinal disorders. Previous studies 

conducted by our research group demonstrated high phenolic content and high antioxidant 

activity for C. lineatifolia ethanolic extract, suggesting a relation with its ethnopharmacological 

use as antidiarrheal, gastric ulcer and healing. The objective of this study was to evaluate the 

phytochemistry, gastroprotective, anti-inflamatory, and anti-Helicobacter pylori activities of C. 

lineatifolia, and to contribute to its chemical-biological standardization. For this, an optimized 

extractive method was developed to obtain a phenolic-enriched extract, and an analytical 

method by ultra-performance liquid chromatography for qualitative and quantitative evaluation. 

Next, high-speed countercurrent chromatography and spectroscopic methods were respectively 

used to isolate and characterize chemical compounds in optimized extract. Gas 

chromatography-mass spectrometry analysis was used to identify the chemicals present in the 

essential oil. To evaluate the gastroprotective, anti-inflammatory and anti-H. pylori activities, 

in vivo assays were performed in experimental gastric ulcer models, and in vitro assays. Results 

of the extractive planning allowed selecting the ethanolic extract obtained by reflux system as 

the one enriched in phenolics. Analyzes obtained by liquid chromatography-mass spectrum and 

nuclear magnetic resonance in 13C and 1H allowed the identification of 15 chemical 

compounds in the optimized ethanolic extract, of which 12 were new for the species, with the 

flavonoids quercitrin and myricitrin being the major substances, thus being quercitrin selected 

as a marker for the development of the analytical method. In the essential oil analysis, 8 

chemicals were identified, representing a total of 98.09%, with 3-hexen-1-ol (46.15%) and α-

cadinol (20.35%) being the major constituents. In vivo assay in ethanol-induced ulcer model 

demonstrated that the extract protected the stomach of mice, at doses of 100 and 250 mg/Kg, 

and promoted an increase in gastric mucus. In indomethacin-induced ulcer model, mice treated 

with the extract showed a reduction of the inflammatory cytokines CXCL-1 and IL-6, and 

inhibition of the NF-κB pathway in gastric tissue. In vitro assays in LPS-stimulated THP-1 cells 

showed that the extract and isolated compounds, quercitrin and myricitrin, were able to reduce 

TNF-α and NF-κB. In vitro anti-H. pylori activity assays showed that the ethanolic extract was 

able to inhibit bacterial growth of commercial (0.49 μg/mL) and clinical (125-250 μg/mL) 

strains. Furthermore, the essential oil also showed anti-H. pylori activity at the lowest 

concentration tested (0.6%) in commercial and clinical isolated strains. In conclusion, the C. 

lineatifolia extract was chemically optimized and standardized, and the in vitro and in vivo 

assays suggest a mechanistic relationship between gastroprotection and anti-inflammatory 

activity, and mucosal protective mucus stimulator, in addition to anti-H. pylori activity. This 

opens perspectives for an herbal medicine as new therapeutic option for patients with gastric 

ulcers, considering that current clinical management protocols do not include drugs that have 

these pharmacological activities in association. 

 

Keywords: Campomanesia lineatifolia. Gastric ulcer. Antiinflammatory activity. Helicobacter 

pylori. 
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WHO: World Health Organization 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 

1.1 Introdução 

 

A úlcera péptica é uma doença crônica caracterizada pelo desequilíbrio entre os fatores que 

danificam a mucosa e aqueles que a protegem, resultando em lesão da mucosa no trato digestivo 

superior (NIETO, 2012). Dentre os fatores agressores incluem-se a infecção por Helicobacter 

pylori, secreção de ácido clorídrico e pepsina, uso de fármacos anti-inflamatórios não-

esteroides (AINES), ácidos biliares, isquemia, hipóxia, estresse, fumo e álcool. Por outro lado, 

a integridade da mucosa é mantida por mecanismos protetores, os quais incluem a secreção de 

bicarbonato, muco protetor, fluxo sanguíneo mucosal, constante renovação celular via 

proliferação de células progenitoras, prostaglandinas, óxido nítrico e fatores de crescimento 

(BANDYOPADHYAY, 2002; LAINE et al., 2008; KLEIN et al., 2010; AWAAD et al., 2013). 

Esta doença é considerada uma das mais prevalentes no mundo, e algumas de suas 

complicações estão relacionadas a causas de morbimortalidade (SUNG et al., 2012; ZAPATA-

COLINDRES et al., 2006). 

 

Apesar de diversas classes de agentes farmacológicos estarem disponíveis para o tratamento 

das úlceras pépticas, a maioria apresenta alto custo e reações adversas quando utilizadas em 

longo prazo (BOAKYE-YIADOM et al., 2021). Dentre essas reações, podem ser citadas a 

hipergastrinemia, que pode induzir uma hiperplasia nas células enterocromafins e até desfechos 

com desenvolvimento de câncer e a osteoporose (THOMSON et al., 2010; YANG, 2012; 

BOYCE et al., 2014). Além disso, o uso crônico destes medicamentos também pode estar 

relacionado a úlceras recorrentes devido a um mau processo de cicatrização (KANGWAN, 

2014). Assim, a busca por alternativas para o controle desta doença vem se tornando de grande 

importância e, neste cenário, destacam-se as plantas medicinais, as quais exibem benefícios 

terapêuticos no tratamento de úlceras gástricas, pois podem atuar em diferentes alvos biológicos 

e apresentam baixa incidência de reações adversas (BI et al., 2014). 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que 80% da população mundial 

utiliza, rotineiramente, a medicina tradicional para satisfazer suas necessidades de atenção 
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primária à saúde, e que grande parte dos tratamentos tradicionais implica no uso de extratos de 

plantas e seus princípios ativos (VELOZ, et al., 2012). Assim, os produtos naturais podem ser 

considerados fontes potenciais para novos tratamentos de úlcera.  

 

O Brasil se destaca entre as doze nações que abrigam 70% da biodiversidade do planeta. À 

importância, de âmbito global, da conservação dessa biodiversidade, soma-se também a sua 

relevância para a economia do país (BRASIL, 2002 apud SILVA et. al., 2006). Os 

medicamentos fitoterápicos representam uma porção significativa do mercado mundial de 

medicamentos, com crescimento nas vendas de 15% ao ano contra 4% do setor de fármacos 

sintéticos. No Brasil, eles geram uma receita de aproximadamente US$ 160 milhões anuais, 

constituindo um mercado promissor e em franca expansão. Observa-se que grande parte dos 

fitoterápicos apresenta rentabilidade elevada, desmistificando a justificativa das empresas de se 

manterem ilegais devido à pouca significância econômica desse mercado (CARVALHO et al., 

2011c). Esses dados apontam para uma grande janela de oportunidades para atendimento do 

mercado interno e, dada à riqueza de nossa biodiversidade, um enorme potencial para o 

desenvolvimento de novos produtos para a exportação (RODRIGUES, 2016). O 

reconhecimento de que a pesquisa de plantas medicinais, usadas por populações tradicionais, 

representa um adequado enfoque para o desenvolvimento de novos fármacos é um grande 

estímulo para que sejam ampliados os estudos voltados para o tratamento de úlcera gástrica. 

 

Registros do uso tradicional de espécies de Campomanesia para disenterias, problemas 

estomacais, diarreia (PIO CORRÊA, 1952), cistites e uretrites (D’ÁVILLA, 1910), bem como 

desordens hepáticas (MORAES, 1881), vêm sendo descritos em vários trabalhos. Estudos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram um elevado teor de fenois e alta atividade 

antioxidante nos extratos das folhas de C. lineatifolia, sugerindo a relação de sua utilização 

etnofarmacológica como antidiarreico, antiúlcera gástrica e cicatrizante (BARBOSA et al., 

2009). O mesmo extrato etanólico e a fração acetato de etila de C. lineatifolia protegeram a 

mucosa gástrica de ratos contra lesões gástricas induzidas por etanol e indometacina, e a 

investigação de toxicidade aguda mostrou ausência de morte dos ratos e de alterações graves 

nos comportamentos e sinais clínicos, indicando a segurança oral aguda da espécie 

(MADALOSSO et al. 2012). Em estudo de triagem de plantas medicinais brasileiras em células 

de monócito humano, THP-1, estimuladas por lipopolissacarídeo (LPS), Henriques et al. (2016) 

demonstraram a atividade anti-TNF-α, in vitro, de C. lineatifolia. Esses resultados prévios 
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associados aos relatos do uso popular da espécie C. lineatifolia para o tratamento de distúrbios 

gastrointestinais suportam a continuidade dos estudos e tornam a espécie promissora como 

alternativa ou adjuvante no tratamento de úlceras gástricas. 

 

1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Realizar estudo fitoquímico e avaliar a atividade gastroprotetora, anti-inflamatória e 

antimicrobiana de Campomanesia lineatifolia, contribuindo para a padronização químico- 

biológica para o desenvolvimento de um fitoterápico.  

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

1. Otimizar a obtenção de extratos das folhas de Campomanesia lineatifolia ricos em 

fenólicos; 

2. Obter e caracterizar o óleo essencial das folhas de C. lineatifolia; 

3. Fracionar, isolar e caracterizar os constituintes químicos do extrato otimizado e do chá 

das folhas por métodos cromatográficos e espectroscópicos; 

4. Identificar e selecionar marcadores químicos do extrato otimizado de C. lineatifolia; 

5. Desenvolver método analítico para quantificação dos marcadores selecionados para a 

padronização química de C.lineatifolia;  

6. Quantificar os marcadores majoritários no extrato otimizado de C. lineatifolia; 

7. Avaliar a atividade antiúlcera gástrica do extrato otimizado de C. lineatifolia, em 

modelo in vivo de lesão gástrica induzida por etanol e indometacina; 

8. Avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato de C. lineatifolia em modelos 

experimentais in vivo e in vitro; 

9. Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori em cepas comerciais e isolados clínicos, do 

extrato otimizado e do óleo essencial de C. lineatifolia; 
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CAPÍTULO 2: REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Úlcera péptica 

 

2.1.1 Definição e prevalência 

 

A classificação de úlcera péptica (UP) é ampla e compreende as úlceras gástricas, duodenais e 

esofágicas, podendo ser caracterizada clinicamente pela presença de uma ou mais lesões 

erosivas na mucosa do sistema gastrointestinal (SGI) em consequência da digestão ácido-

péptica dos tecidos (MALFERTHEINER et al., 2009). Sua etiologia é multifatorial, incluindo 

a infecção por Helicobacter pylori, uso contínuo ou indiscriminado de AINES, álcool, estresse 

emocional, dieta inadequada, atingindo um considerável número de pessoas em todo o mundo 

(JAIN et al., 2007; MUSUMBA et al., 2009). 

 

Estima-se que a UP acomete, aproximadamente, 10% da população mundial (PRASAD e 

FRIEDMAN, 2018) e os indivíduos acometidos podem apresentar uma variedade de sintomas 

como dispepsia, dor epigástrica, desconforto abdominal, vômitos e sintomas de refluxo. Além 

disso, a UP é a causa mais comum de condições mais complicadas, como a hemorragia, úlcera 

perfurativa e o desenvolvimento de câncer que, por sua vez, está associada com alta mortalidade 

e morbidade (BARKUN e LEONTIADIS, 2010). No Brasil, Oliveira et al. (2015) 

demonstraram uma taxa de prevalência da úlcera péptica de 0,2% para homens e 0,1% para 

mulheres, com mortalidade de 3,0/100 mil habitantes. 

 

2.1.2 Uso crônico de anti-inflamatórios não esteroides  

 

Os AINES estão entre os agentes mais utilizados na prática médica para o tratamento da dor e 

inflamação, em pacientes com dor inflamatória aguda (cefaleia, dor pós-operatória e fraturas 

ortopédicas) e dor crônica (artrite reumatóide, osteoartrite e gota) (CASTELLSAGUE et al., 

2012; MCCARBERG & GIBOFSKY, 2012). Aproximadamente 70% das pessoas com 65 anos 

ou mais utilizam AINES pelo menos uma vez por semana, e metade deles tomam, pelo menos, 

sete doses por semana (FINE, 2013). 
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Apesar do amplo uso dos AINES no último século, seu mecanismo de ação (FIGURA 1) 

somente foi elucidado em 1971, através das observações de Vane, o qual demonstrou que a 

capacidade dos AINES de suprimir a inflamação baseava-se principalmente na sua capacidade 

em inibir as enzimas cicloxigenases (COX) (VANE, 1971). 

 

FIGURA 1 – Representação esquemática da inibição da síntese de prostaglandinas pelos AINES. 

 

Legenda: AINES: anti-inflamatório não esteroide 

Fonte: Adaptado de Sinha et al., 2013, p. 3. 

 

Há três mecanismos principais pelos quais os AINES induzem às complicações 

gastrointestinais (FIGURA 2): (i) inibição da enzima cicloxigenase-1 (COX-1) e das 

prostaglandinas E2 (PGE2) e I2 (PGI2); (ii) permeabilização da membrana (efeito citotóxico 

direto nas células da mucosa gástrica) e (iii) produção de mediadores inflamatórios adicionais 

(SINHA et al., 2013). 
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FIGURA 2 – Diagrama esquemático para o mecanismo de indução da inflamação e lesões gastrointestinais pelos 

AINES. 
 

 

Legenda: AINES: anti-inflamatório não esteroide; COX-1: cicloxigenase 1; COX-2: cicloxigenase 2; LOX: 

lipoxigenase; PG: prostaglandinas; TNFα: fator de necrose tumoral alfa. 

Fonte: Adaptado de Sinha et al., 2013, p. 3. 

 

 No presente, as enzimas COX ocorrem em três isoformas – COX-1, COX-2 e COX-3. COX-1 

e COX-2 exibem quase 60% de similaridade, enquanto a COX-3, é uma isoenzima derivada do 

gene da COX-1 (SHARMA et al., 2019). A COX-1 é constitutivamente expressa no estômago 

e é responsável pela proteção normal fisiológica da mucosa gástrica. Ela também é responsável 

pela síntese de prostaglandinas PGI2 e PGE2, as quais protegem o revestimento gástrico da 

secreção ácida, mantém o fluxo sanguíneo na mucosa gástrica e produzem bicarbonato (GUDIS 

e SAKAMOTO, 2005; KONTUREK et al., 2004). A outra isoforma, COX-2, não é expressa 

constitutivamente no SGI e é induzida por dano celular, por várias citocinas pró-inflamatórias 

e por fatores derivados de tumores (SEIBERT et al., 1994; SEIBERT e MASFERRER, 1994). 

A COX-3 é expressa no córtex cerebral e coração e está relacionada aos efeitos analgésico e 

antitérmico observados para os anti-inflamatórios não esteroidais analgésicos (i.e., paracetamol 

e dipirona), os quais apresentam efeitos mínimos na COX-1 e COX-2 e baixa atividade anti-

inflamatória, com efeitos adversos gastrointestinais e renais mínimos (PRZYBYŁA, 

SZYCHOWSKI & GMIŃSKI, 2020). Dado o amplo papel que as prostaglandinas 

desempenham na fisiologia, não é surpreendente que a supressão sistêmica da síntese de PG 

através da inibição da COX possa levar a efeitos secundários indesejados. Em particular, 

indivíduos que usam AINES por períodos prolongados podem apresentar efeitos adversos 

gastrointestinais, que incluem irritação e ulceração do epitélio gástrico, além de efeitos sobre 
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outros sistemas fisiológicos. Segundo estudos observacionais, o risco de complicações no SGI 

superior é aproximadamente quatro vezes maior em usuários de AINES quando comparado a 

pacientes que não fizeram uso dessa classe de medicamentos (HERNANDEZ-DIAZ e 

RODRIGUEZ, 2002). A análise dos resultados de quatro estudos prospectivos em pacientes 

com artrite que faziam uso de AINES revelou incidência anual de efeitos adversos relacionados 

ao SGI de 2,7% a 4,5% (SILVERSTEIN e GEIS, 1996; BOMBARDIER et al., 2000; 

SILVERSTEIN et al., 2000; SCHNITZER et al., 2004).  

 

Os AINES também têm um efeito direto nas células da mucosa gástrica, que ocorre pelo contato 

do AINE no lúmem e o epitélio mucosal, após a ingestão oral ou a excreção biliar desses 

fármacos. Ainda, a interação dos AINES com fosfolipídios da bicamada leva a aumento da 

permeabilidade da membrana, o que pode levar ao rompimento da barreira epitelial. Além disso, 

os AINES promovem o desacoplamento da fosforilação oxidativa nas mitocôndrias, com 

consequente redução dos níveis de ATP e aumento do cálcio intracelular, podendo induzir 

necrose e apoptose das células da mucosa gástrica (BJARNASON et al., 2018). 

  

Em adição, a inibição da síntese de PGs pelos AINES leva a uma ativação indireta da via da 

lipoxigenase, justificado pelo excesso de substrato disponível, e um aumento na síntese de 

leucotrienos. Os leucotrienos causam inflamação e isquemia tecidual, levando a um prejuízo da 

mucosa gástrica (MCCAFFERTY et al., 1995; ANDREWS et al., 1994). Junto disso, há 

também um aumento na produção de mediadores inflamatórios, como o TNF-α (SANTUCCI 

et al., 1994). Isso ainda leva à oclusão dos microvasos gástricos e, consequentemente, a uma 

redução do fluxo sanguíneo local e liberação de espécies reativas de oxigênio. Esses radicais 

livres reagem com os ácidos graxos poli-insaturados da mucosa, acarretando uma peroxidação 

lipídica e dano tecidual (WALLACE, 1997). 

 

2.1.3 Infecção por Helicobacter pylori 

 

A infecção por Helicobacter pylori é uma das infecções crônicas bacterianas mais comuns na 

população, afetando, aproximadamente, 4,4 bilhões de pessoas mundialmente. No Brasil, a 

prevalência de H. pylori na população saudável é estimada em 71,2 %, e mais de 147 milhões 

de pessoas vivem com a bactéria (HOOI et al., 2017).  
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Apesar de a rota detalhada de transmissão ainda permanecer incerta, as rotas oral-oral e fecal-

oral durante a infância são as hipóteses mais plausíveis de transmissão entre os seres humanos 

(GOH et al., 2011). H. pylori é a única bactéria que pode persistir por décadas no ambiente 

ácido estomacal, onde pode danificar a mucosa e alterar o padrão da liberação hormonal 

(JÚNIOR et al., 2016), afetando, dessa forma, a fisiologia gástrica, representando o fator de 

risco mais significativo para tumores malignos gástricos (WANG et al., 2014). 

 

Aproximadamente 10% dos indivíduos infectados desenvolvem lesões gástricas severas, como 

a úlcera péptica, e 1-3% progridem para o câncer gástrico, com baixa taxa de sobrevivência, 

em torno de 5 anos (CIRAK et al., 2007). Estudos têm indicado que a infecção por H. pylori 

induz inflamação por vários mecanismos, entre eles o contato direto com as células epiteliais, 

a estimulação e a liberação de citocinas. Pacientes infectados pelo H. pylori apresentam altos 

níveis de expressão e produção de interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α (EL-OMAR et al., 

2000; ISRAEL & PEEK, 2001; SEPÚLVEDA, 2001). Além disso, neutrófilos ativados geram 

espécies reativas de oxigênio e/ou de nitrogênio, que podem induzir danos oxidativos no DNA 

e danos às células epiteliais, as quais incluem peroxidação lipídica e oxidação de proteínas, 

levando a alterações do turnover celular (ISRAEL & PEEK, 2001).  

 

2.1.4 Mecanismos inflamatórios da úlcera péptica  

 

Apesar dos grandes avanços no conhecimento da doença ulcerosa péptica, a sua etiologia ainda 

não é totalmente conhecida. O conceito fisiopatológico básico é de que a úlcera péptica resulta 

da ruptura do equilíbrio existente entre os fatores agressivos e os de proteção da mucosa 

gastroduodenal (CARVALHO, 2000). Os principais fatores de risco incluem a infecção por H. 

pylori, uso crônico de AINEs, pepsina, tabagismo, alcoolismo, ácidos biliares, esteroides, 

estresse e mudanças na consistência da mucina gástrica (MYNATT et al., 2009). 

 

As células epiteliais e macrófagos localizados na camada mucosa podem secretar citocinas 

quimioatraentes e pró-inflamatórias, e representam a primeira linha de defesa contra a invasão 

de microrganismos e outros estímulos que podem levar ao dano tecidual. Desta forma, essas 

células atuam como um sistema de alerta precoce para eventos imunológicos e inflamatórios. 

Alarminas e citocinas pró-inflamatórias iniciam uma cascata de eventos, atraindo diferentes 

populações de células imunes para o sítio do dano tecidual (FIGURA 3), as quais secretam 
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diversas outras citocinas, como TNF-α, interleucinas, interferon, fatores de crescimento e 

quimiocinas (STRIZ et al., 2014).  

 

FIGURA 3 – Reação inflamatória e iniciação das respostas imunes em superfície mucosal 

 
Legenda: TNFα: fator de necrose tumoral α; IL: interleucina; IFNs: interferon; TWEAK: fator 

fraco de indução de apoptose semelhante ao TNF; BAFF: fator de ativação de célula B; CXC e 

CC: famílias de quimiocinas. Fonte: Adaptado de Striz et al., 2014, p. 596. 

 

A infecção por H. pylori representa um grande fator causal, relacionada à incidência de 60% de 

gastrite e até 50-75% de úlceras duodenais. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de uma 

inflamação crônica devido à sua colonização da mucosa antral. Apesar da produção de 

anticorpos, o sistema imunológico é incapaz de controlar a infecção, podendo causar uma 

gastrite crônica ativa. Em decorrência, a gastrina, liberada pelas células G da mucosa antral, 

estimula a produção de ácido gástrico (HCl) pelas células parietais. As respostas da colonização 

por H. Pylori e o aumento da secreção de gastrina, com consequente aumento do ácido, 

contribuem para a erosão da mucosa e, portanto, para a formação de úlceras (MUSTAFA et al., 

2015). 

 

O H. pylori leva à produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células epiteliais gástricas 

(CEGs), por mecanismos: (i) interações entre o CagA (fator de virulência) translocado e as 

células epiteliais gástricas, que levam à ativação do NF-κB, à alteração na transcrição genética 

nas CEGs e à secreção de IL-8 pelas CEGs, acarretando no recrutamento de neutrófilos; e (ii) 
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a urease de H. pylori induz a produção de IL-6 e TNF-α pelas CEGs. Outras citocinas são 

secretadas durante a infecção por H. pylori tais como, TNF-α, IL-1β, IL-1α, fator estimulador 

de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF), proteína quimiotática de monócitos 1 

(MCP-1), fator inibidor de migração (MIF) e fator de crescimento tumoral β (TGF-β) 

(FIGURA 4) (ALZAHRANI et al., 2014). Hunt et al. (1995) e Misiewicz (1995) relataram que 

a infecção pelo H. pylori induz inflamação da mucosa gástrica, que é acompanhada por uma 

infiltração de neutrófilos, monócitos, linfócitos e plasmócitos, bem como por uma expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α e interferon-γ. Níveis 

aumentados destas mesmas citocinas pró-inflamatórias no epitélio gástrico têm sido descritos 

em vários estudos (CRABTREE, et al., 1991; CRABTREE, et al., 1993; FAN, et al., 1993; 

NOACH, et al., 1994; YAMAOKA et al., 1996; ARAKAWA et al., 2012; PAWLIK et al., 

2016). Além disso, cepas de H. pylori que contém mais sítios de fosforilação na proteína CagA, 

característica associada à virulência da bactéria, são capazes de reduzir, com grande 

intensidade, a expressão das mucinas gástricas MUC1 e MUC5AC (FERREIRA JÚNIOR et 

al., 2017). 

 

FIGURA 4 – Produção de citocinas pelas células do epitélio gástrico durante infecção por Helicobacter pylori.  

 

Legenda: OPA: proteína inflamatória externa; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; MCP-1: proteína 

quimiotática de monócitos 1; Cag PAI: ilha de patogenicidade Cag, NF-kB: fator nuclear kappa.  

Fonte: Adaptado de Alzahrani et al., 2014, p. 12775. 

 

Um estudo realizado por Lindholm et al. (1998) demonstrou um perfil semelhante de resposta 

local de liberação das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α entre pacientes 

com úlcera duodenal infectados pelo H. pylori, e aqueles que apresentavam gastrite crônica, 

sem infecção. Apesar da semelhança no perfil de liberação dessas citocinas, foi observado que 

os níveis eram mais elevados quando a infecção por H. pylori estava presente.  
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Paralelamente à prevalência da úlcera péptica relacionada à infecção por Helicobacter pylori, 

Scarpignato e Hunt (2010) apontam como a segunda causa das úlceras pépticas o uso de AINEs 

e/ou aspirina. Essa relação pode ser justificada pelo aumento da expectativa de vida, que leva a 

uma prevalência crescente de desordens artríticas na população idosa, as quais são 

acompanhadas por um aumento das prescrições de AINEs. Shim e Kim (2016) também relatam 

que a prevalência da úlcera péptica vem aumentando na população idosa, principalmente devido 

ao aumento da utilização dos AINEs para controlar a dor e a inflamação. 

 

Em modelos in vivo de lesões gástricas induzidas por indometacina, foi demonstrada uma hiper-

regulação de mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, IL-1β, IL-8 e fator ativador de 

plaquetas (PAF) (MUSUMBA, 2009). Ainda neste modelo de lesão, muitos estudos têm 

demonstrado que a aderência de neutrófilos no endotélio vascular é um evento inicial crítico na 

patogênese do dano mucosal gástrico induzido por AINEs.  

 

Ainda que em menor prevalência, o alcoolismo também é considerado um fator de risco 

importante relacionado à úlcera péptica (MUSTAFA et al., 2015). Os mecanismos pelos quais 

o álcool induz às úlceras gástricas ainda não estão totalmente definidos. Contudo, existem 

evidências que indicam o envolvimento de citocinas pró-inflamatórias, estresse oxidativo e 

apoptose, que desempenham papeis cruciais na sua patogênese (AL BRATAN et al., 2013; 

SANGIOVANNI et al., 2013) (FIGURA 5). A invasão da mucosa gástrica por neutrófilos, 

acompanhada da atividade aumentada da mieloperoxidase, contribuem para a danificação da 

mucosa gástrica (WALLACE et al., 1990). A ativação dos neutrófilos está associada a uma 

regulação da resposta inflamatória, com um aumento da expressão do NF-кB, que controla a 

ativação gênica de produtos pró-inflamatórios, incluindo a molécula de adesão intracelular-1 

(ICAM-1), a óxido nítrico sintase induzida (iNOS), a COX-2, citocinas (IL-1β, TNF- e IL-6) 

e quimiocinas (IL-8) (ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014). Esses eventos 

amplificam a cascata inflamatória, disparando a liberação de outros mediadores pró-

inflamatórios, e reforçam o recrutamento de macrófagos e neutrófilos, exacerbando o dano 

gástrico (AUGUSTO et al., 2007; SANGIOVANNI et al., 2013).  
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FIGURA 5 – Diagrama representativo da lesão gástrica induzida pelo etanol.  

 

Legenda: MPO: mieloperoxidase; PGE2: prostaglandina E2; NO: óxido nítrico; NF-κB: fator nuclear kappa B; 

TNF-α: fator de necrose tumoral α; IL-10: interleucina 10. 

Fonte: Adaptado de Arab et al., 2015, p. 16. 

 

Modelos experimentais de lesão gástrica induzida por etanol mimetizam várias condições 

humanas e, portanto, podem fornecer um meio valioso para a avaliação de agentes com 

potenciais ações antiúlcera, juntamente com seus mecanismos relacionados à proteção gástrica 

(SANTOS & RAO, 2001; LIU et al., 2012; SALGA et al., 2012). Além desses modelos, outros 

agentes necrotizantes, como a utilização de AINEs, têm sido amplamente utilizados para a 

avaliação da atividade gastroprotetora e gastrotoxicidade de inúmeras substâncias (SAIRAM et 

al., 2001; CHANDRANATH et al., 2002; AL MOFLEH et al., 2007; MUSUMBA, 2009). 

 

2.1.5 Tratamento 

 

O tratamento das úlceras pépticas evoluiu de modificações na dieta e cirurgia para a supressão 

de ácido com antiácidos, antagonistas do receptor H2 (ARH2) para histamina, inibidores da 

bomba de prótons e erradicação da infecção por H. pylori. Antes do desenvolvimento dos 

ARH2, os pacientes eram frequentemente internados e a cirurgia era a opção mais comum. Hoje, 

o uso de ARH2 e, mais tarde, os inibidores da bomba de prótons (IBPs) mudaram drasticamente 

o manejo das UP intra-hospitalares para um ambiente em grande parte ambulatorial, com 

redução no número de procedimentos cirúrgicos (SMOOTH et al., 2001).  
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As estratégias terapêuticas atualmente utilizadas são direcionadas tanto para a redução dos 

agentes agressores, como ao fortalecimento dos mecanismos de defesa da mucosa 

gastrintestinal (JAIN et al., 2007), conforme descrito na Tabela 1 (WHO, 2004; KAMADA et 

al., 2021). Muitas doenças gastrintestinais ainda são pouco responsivas às terapias e, mesmo 

nos casos em que existe grande variedade de fármacos efetivos, ainda há espaço para o 

aprimoramento e pesquisa em busca de novos fármacos (WALLACE e FERRAZ, 2010). 

 

TABELA 1 -  Agentes atualmente aprovados para o manejo das úlceras pépticas. 

Classe Terapêutica Agentes 

Antiácidos Carbonato de cálcio; Hidróxido de magnésio; 

Hidróxido de alumínio 

Agentes pró-cinéticos Betanecol; Metoclopramida; Domperidona; Cisaprida  

Agentes protetores da mucosa Sucralfato; Ácido algínico 

Antagonistas do receptor H2 Cimetidina; Nizatidina; Ranitidina; Famotidina 

Inibidores da bomba de prótons Omeprazol; Lansoprazol; Pantoprazol; Rabeprazol; 

Esomeprazol  

Bloqueadores de ácido competitivos com o potássio Vonoprazana 

Fonte: WHO, 2004; Kamada et al., 2021. 

 

A erradicação da H. pylori constitui importante estratégia terapêutica, considerando-se que 

grande parte das UPs pode estar associada a essa infecção (JAIN et al., 2007). A infecção por 

H. pylori pode levar à redução da produção de somatostatina que resulta no aumento da secreção 

ácida juntamente com a redução da produção de bicarbonato. Além disso, a infecção interfere 

na regulação da liberação de gastrina e induz à resposta inflamatória na mucosa gástrica com 

liberação de citocinas. O tratamento consiste basicamente na associação de antibióticos e 

agentes antissecretores (MALFERTHEINER et al., 2009).  

 

Os atuais protocolos para o tratamento das úlceras pépticas decorrentes do uso de AINES e/ou 

por infecção por H. pylori não preconizam a utilização de fármacos anti-inflamatórios (WHO, 

2004; DROSSMAN, 2006; JAIN et al., 2007; COELHO et al., 2018), o que amplia a 

possibilidade de novas opções terapêuticas para os pacientes com úlcera, em especial, com a 

utilização de medicamentos fitoterápicos. 
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2.1.6 Medicina Tradicional 

 

Várias plantas medicinais têm sido usadas para o tratamento de distúrbios gastrintestinais. O 

primeiro fármaco sistematicamente efetivo contra úlceras gástricas, a carbenoxolona, foi 

descoberto como resultado de pesquisas com Glycyrrhiza glabra (Alcaçuz), comumente usada 

pelos indígenas (AKTAR & MUNIR, 1989 apud SILVA et al., 2006).  

 

Um estudo de revisão realizado por Bi et al. (2014) demonstrou que os medicamentos à base 

de plantas são eficazes no tratamento da úlcera gástrica, e apresentam menos efeitos adversos 

e menores taxas de recorrência. Medicamentos à base de plantas, isolados ou em combinação 

com fármacos convencionais, podem ser utilizados como uma alternativa para tratar certas 

úlceras gástricas e prevenir a recorrência. Algumas plantas medicinais exibem, além da 

atividade anti-úlcera gástrica, propriedades antimicrobianas (XIE et al., 2013 apud BI et al., 

2014). Assim, a combinação de medicamentos à base de plantas e anti-H. pylori poderia 

melhorar o resultado para pacientes com úlcera gástrica. 

 

Outro estudo realizado na Alemanha indicou que, aproximadamente, 50% dos pacientes com 

síndrome do intestino inflamado já utilizaram tratamentos alternativos, sendo a homeopatia e a 

fitoterapia os mais comuns (LANGHORST et al., 2005). 

 

Os extratos vegetais têm características distintas dos fármacos sintéticos. Geralmente, contêm 

uma série de substâncias e, muitas vezes, o(s) princípio(s) ativo(s) é(são) desconhecido(s) 

(SAHOO et al., 2010). Estudos clínicos já comprovaram a eficácia de alguns produtos naturais 

para o tratamento de doenças gastrintestinais. Por exemplo, a capsaicina (derivada de pimentas 

do gênero Capsicum) protegeu a mucosa gástrica em voluntários sadios que fizeram uso de 

ácido acetilsalicílico (YEOH et al., 1995). O extrato de Curcuma domestica (açafrão) 

demonstrou ser eficiente para o alívio da dispepsia em um estudo duplo-cego com 116 pacientes 

(THAMLIKITKUL et al., 1989). Já pacientes tratados com extrato de Maytenus ilicifolia 

(espinheira-santa) por 28 dias apresentaram melhora significativa, em relação ao grupo placebo, 

no que diz respeito à sintomatologia dispéptica global, e principalmente nos sintomas de azia e 

gastralgia (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009).  
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No Brasil, com a implementação da Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

(PNPMF - BRASIL, 2006) e adoção da Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares (PNPIC – BRASIL, 2015), a Relação Nacional de Medicamentos Essenciais 

(RENAME – BRASIL, 2020) conta, atualmente, com doze medicamentos fitoterápicos, dentre 

eles, a Espinheira-santa (Maytenus officinalis Mabb.), com indicação no tratamento 

coadjuvante de gastrite e úlcera gastroduodenal e sintomas de dispepsia. No Formulário de 

Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2021), constam algumas plantas com 

indicações terapêuticas para o tratamento de distúrbios gastrointestinais e que, inclusive, estão 

incluídas na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, (RENISUS) como a 

mil-folhas (Achillea millefolium), hortelã-pimenta (Mentha x piperita), carqueja (Baccharis 

trimera), boldo-brasileiro (Plectranthus barbatus), dentre outras. Observa-se, portanto, que 

com a implementação das políticas nacionais para as plantas medicinais houve um incentivo à 

pesquisa de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela população para o tratamento de 

diversas doenças, com o intuito de garantir o seu uso seguro, eficaz e de qualidade, o que torna 

promissor o estudo da espécie C. lineatifolia. 

 

2.2 A Família Myrtaceae 

 

Myrtaceae Jussieu é a nona maior família de plantas superiores, que inclui árvores e arbustos. 

Tem como centros de diversidade os trópicos úmidos, particularmente na América do Sul, 

Austrália e Ásia Tropical, distribuída em 132 gêneros e 5671 espécies (GOVAERTS et al., 

2014). As espécies dessa família têm folhas simples, com glândulas oleíferas, flores 

polistêmones, ovário mediano a ínfero, floema interno e pontuações ornamentadas nos vasos 

do xilema (GOMES et al., 2009). Ela representa uma das maiores famílias da flora brasileira, 

com 23 gêneros e 1034 espécies que ocorrem distribuídas em todas as regiões e formações 

vegetais do país (SOBRAL et al., 2015), destacando-se, com mais de uma centena de espécies, 

os gêneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes. 

 

Economicamente, Myrtaceae é uma família muito importante. Algumas espécies são 

cultivadas, como a Eucalyptus spp., a partir da qual a madeira é usada para produzir papel, poste 

e carvão vegetal; outras espécies são ornamentais e algumas são usadas como especiarias, tais 

como Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, conhecido como "cravo-da-índia" ou 

cravo. Várias espécies produzem frutos comestíveis que são usadas para fazer suco, geleia e 



40 

 

 

 

doces, como Psidium guajava L. ("goiabeira" e "goiaba"), Myrciaria cauliflora (Mart.) O.Berg 

("jabuticabeira"), Eugenia uniflora L. ("pitangueira"), Syzygium spp. ("Jambo"), mas nem todas 

são cultivadas (CASCAES et al., 2015). Espécies de Myrtaceae também são empregadas na 

medicina popular para tratar várias doenças, especialmente distúrbios gastrointestinais, estados 

hemorrágicos e doenças infecciosas, com uma ação que provavelmente está relacionada com 

suas propriedades adstringentes, devido à presença de taninos. As partes mais usadas são as 

folhas, cascas e também os frutos que são comumente consumidos (CRUZ & KAPLAN, 2004). 

 

Infelizmente, algumas espécies dessa família estão desaparecendo da natureza antes mesmo que 

se tenha conhecimento básico de sua biologia ou se tenha qualquer estudo de seu perfil 

fitoquímico ou eficácia farmacológica (GRESSLER et al., 2006). 

 

2.3 O gênero Campomanesia 

 

O gênero Campomanesia compreende 45 espécies distribuídas predominantemente em florestas 

e vegetações de savana (LANDRUM, 1986; GOVAERTS et al., 2008). Pode ser separado de 

outros gêneros da família Myrtaceae pelas flores pentâmeras, o alto número de lóculos 

usualmente presentes (3-18, normalmente acima de 5), a presença de uma parede locular 

glandular que recobre a semente e serve como uma falsa cobertura no fruto maduro e um 

embrião com grande hipocótilo e pequenos cotilédones (LANDRUM, 1986). No Brasil, de 

acordo com Sobral et al. (2015), 41 espécies de Campomanesia são conhecidas, com 32 delas 

endêmicas.  

 

As atividades biológicas nas diferentes espécies do gênero Campomanesia têm sido atribuídas 

principalmente à presença de metabólitos especiais, como terpenos, flavonoides, champanonas, 

taninos e saponinas, identificados em vários estudos (FIGURA 6, TABELA 2). Dentre essas 

substâncias, destacam-se os flavonoides, que possuem uma série de propriedades bioquímicas 

e farmacológicas e que tem despertado interesse. Além de sua propriedade antioxidante, há 

evidências de que essas substâncias podem afetar diversas funções biológicas como a 

permeabilidade capilar, processos secretórios envolvidos na resposta inflamatória e a atividade 

de enzimas, receptores ou carreadores (NOROOZI et al., 1998; HODEK et al., 2002; MOTA 

et al., 2009). 
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FIGURA 6 – Algumas substâncias químicas isoladas de espécies de Campomanesia. 
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TABELA 2 – Substâncias/classes químicas identificadas e/ou isoladas e atividades biológicas de espécies do gênero Campomanesia. 

Espécie Substâncias identificadas e/ou isoladas Material vegetal Atividade biológica Referência 

C. lineatifolia Quercitrina e catequina Extrato etanólico e 

fração acetato de 

etila (folhas) 

Antioxidante e gastroprotetora Barbosa, 2009 

C. guazumifolia 

 

Quercetina pentose, quercetina 

deoxihexosídeo, miricetina 

deoxihexosídeo e ácido quínico 

Extrato aquoso 

(folhas) 

Anti-inflamatória 

 

Catelan et al., 2018 

C. xanthocarpa 

 

Flavonoides, saponinas, taninos Extrato 

hidroalcólico 

(folhas) 

Antiulcerogênica em ratos; toxicidade 

aguda com ratos indicando segurança nas 

doses testadas 

Markman et al., 2004 

Flavonoides, saponinas, taninos  Extrato seco 

(folhas) 

Redução do colesterol total e LDL em 

pacientes hipercolesterolêmicos; 

antioxidante e inibição da enzima 3-

hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 

redutase in vitro 

Ktafke et al., 2010 

Flavonoides, saponinas, taninos  Extrato etanólico 

(frutos) 

Atividade antidiarreica Souza-Moreira et al., 2011 

Taninos, flavovoides (quercetina, 

miricetina, quercitrina e rutina), 

saponinas e terpenos 

Extrato aquoso 

(folhas) 

Atividades antiagregante plaquetária, 

antitrombótica e fibrinolíticas 

Klafke et al., 2012 

C. adamantium 

 

Flavanonas e chalconas  

(6 substâncias) 

Extrato (frutos) 

Fração acetato de 

etila 

Atividade anti-Mycobacterium 

tuberculosis 

Pavan et al., 2009 

Monoterpenos (limoneno, α-pineno e β-

pineno e sesquiterpenos 

(biciclogermacreno e globulol)  

Óleo essencial 

(folhas) 

 

Antioxidante e antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa e Candida albicans 

Coutinho et al., 2009 

Ácido elágico e ácido gálico Extrato aquoso 

(raízes) 

Atividades antioxidantes e anti-

hiperlipidêmicas 

Espíndola et al., 2016 

33 substâncias voláteis (majoritários: α-

pineno, espatulenol, β-eudesmol, γ-

cadineno, γ-muuroleno) 

Extrato hexânico 

(frutos)  

 

Antimicrobiana contra S. aureus, P. 

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella 

setubal, Saccharomyces cerevisiae e C. 

albicans 

Cardoso et al., 2010 

Miricitrina, quercetina e miricetina Extrato aquoso e 

acetato de etila 

(folhas) 

Atividades anti-inflamatórias e 

antinociceptivas 

Ferreira et al., 2013 
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Cardamonina Extrato etanólico 

(folhas) 

Atividades anti-proliferativas e efeitos 

indutores de apoptose em células de 

câncer de próstata 

Pascoal et al., 2014 

Dimetil-chalconas, champanona C, 

champanona D, flavanonas 

Extrato 

diclorometano 

(polpa e casca dos 

frutos) 

Anti-proliferativa em células de 

melanoma 

Lima e Silva et al., 2018 

Flavanonas e chalconas  

(6 substâncias) 

Extrato metanólico 

(frutos) 

Redução da agregação plaquetária e 

inibição da cicloxigenase 

Lescano et al., 2018 

C. phaea Sesquiterpenos (40 substâncias) e 

flavonoides (alpinetina O-

dideoxihexosídeo, 5,7-dimetoxiflavanona 

e alpinetina) 

Extrato etanólico e 

óleo essencial 

(folhas) 

Anti-inflamatória Lorençoni et al., 2020 

C. pubescens Sesquiterpenos (23 substâncias) e 

triterpenos 

Extrato hexânico 

(folhas)  

 

Antioxidante; toxicidade aguda com 

micro crustáceo indicando segurança nas 

doses testadas  

Cardoso et al., 2008 

2’,4’-diidroxi-3’,5’-dimetil-6’-

metoxichalcona e 2’,4’-diidroxi-5’-metil-

6’-metil-6’-metoxichalcona 

Extrato hexânico e 

acetato de etila 

(frutos) 

 Cardoso et al., 2013 

34 substâncias voláteis (majoritários: α-

pineno, espatulenol, β-eudesmol, β-

cariofileno) 

Extrato hexânico 

(frutos)  

 

Antimicrobiana contra S. aureus, P. 

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella 

setubal, Saccharomyces cerevisiae e C. 

albicans 

Cardoso et al., 2010 

C. reitziana Dimetil-cardamonina (chalcona) Extrato metanólico 

(frutos) 

Anti-nociceptiva 

 

Nesello et al., 2016 
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2.4 Campomanesia lineatifolia 

 

A Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (FIGURA 7) é originária da região oeste da 

Amazônia e sua distribuição geográfica compreende o estado brasileiro do Amazonas, leste da 

Colômbia e Peru, parte da Bolívia amazônica além de regiões não inundadas de clima quente e 

úmido e solos argilosos pouco drenados, podendo ser também encontrada nos vales 

interandinos. É uma espécie arbórea que pode atingir 8 a 10 metros de altura 

(D'EECKENBRUGGE e FERLA, 2000). 

 

FIGURA 7 – Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. 1) Tronco e folhas; 2) Flores; 3) Formação do 

fruto; 4) Frutos; 5) Frutos em diferentes estágios de maturidade; 6) Frutos maduros para consumo. 

 

Fonte: Adaptado de Balaguera et al., 2009, p. 115. 
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É conhecida popularmente como gabiroba, gaviroba, champa, palillo, guayaba de leche ou 

guayaba de mono. O nome gabiroba, em guarani, significa “árvore com casca ácida”. Os frutos 

são comestíveis e bastante apreciados, sendo utilizados no preparo de doces, sucos e licores 

(D'EECKENBRUGGE e FERLA, 2000; LORENZI et al., 2006).  

 

Estudos que relacionam a fitoquímica e atividades biológicas para a espécie ainda são escassos 

na literatura. A análise fitoquímica de sementes de C. lineatifolia identificou como principais 

constituintes as β-tricetonas (BONILLA et al., 2005; OSORIO et al., 2006), consideradas uma 

classe de metabólitos secundários relativamente rara e que mostraram atividade antimicrobiana 

(BONILLA et al., 2005). Barbosa et al. (2009) isolaram a quercitrina e a catequina e 

demonstraram que C. lineatifolia apresenta elevado teor de fenois, como flavonoides e taninos, 

além de alta atividade antioxidante, sugerindo a relação de sua utilização etnofarmacológica 

como antidiarreico, antiúlcera gástrica e cicatrizante. Madalosso et al. (2012) demonstraram 

que extratos etanólico e fração de acetato de etila de C. lineatifolia protegeram a mucosa 

gástrica de ratos contra lesões gástricas induzidas por etanol e indometacina, e que o efeito 

gastroprotetor parece estar relacionado com suas atividades antioxidantes e seu conteúdo 

polifenólico. Ainda, a investigação de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/Kg mostrou 

ausência de morte dos ratos e de alterações graves nos comportamentos e sinais clínicos, 

indicando a segurança oral aguda da espécie. Henriques et al. (2016) demonstraram a atividade 

anti-TNF-α in vitro de C. lineatifolia, num estudo de triagem de plantas medicinais brasileiras 

em células THP-1 estimuladas por LPS, sugerindo sua atividade anti-inflamatória. Assim, a 

continuidade dos estudos de caracterização química e biológica da espécie C. lineatifolia torna-

se de importância para relacionar seu uso na medicina tradicional ao tratamento da úlcera 

gástrica. 

 

Esses resultados prévios associados aos relatos do uso popular da espécie C. lineatifolia para o 

tratamento de distúrbios gastrointestinais suportam a continuidade dos estudos e tornam a 

espécie promissora como alternativa ou adjuvante no tratamento de úlceras gástricas. 
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CAPÍTULO 3: OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO DE 

SUBSTÂNCIAS FENÓLICAS 

 

3.1 Introdução 

 

Em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (MADALOSSO et al., 2012; BARBOSA, 

2009), a investigação preliminar dos constituintes químicos em extrato etanólico das folhas de 

C. lineatifolia obtido por percolação mostrou a sua natureza flavonoídica. Este extrato foi 

posteriormente submetido a partições sucessivas com hexano, diclorometano (CH2Cl2), acetato 

de etila (AcOEt) e n-butanol, revelando que a planta Campomanesia lineatifolia é rica em 

polifenois, com quantidades expressivas tanto de taninos (~ 18% para o extrato etanólico) 

quanto de flavonoides (~ 9% para a fração AcOEt). A presença de flavonoides foi confirmada 

não apenas no doseamento realizado, mas também pelas análises fitoquímicas das frações 

AcOEt, CH2Cl2 e extrato etanólico. Apesar do perfil obtido, o processo utilizado foi longo 

(acima de 48 horas) e envolveu o consumo de grande quantidade de solventes 

(aproximadamente 2 litros). Ainda neste trabalho, duas substâncias foram isoladas e 

identificadas por técnicas espectroscópicas, a catequina (flavan-3-ol) e a quercitrina (flavonol). 

Assim, buscou-se neste trabalho o desenvolvimento de um processo extrativo de execução mais 

simples e rápida e de menor custo para obtenção de extrato de C. lineatifolia rico em 

flavonoides. 

 

3.2 Materiais e métodos 

 

3.2.1 Material vegetal 

 

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de 

2017, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte – MG (GPS 19° 52’ 9.87’’ S; 43° 58’ 12.04’’ W). O material vegetal foi identificado 

pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbário da Universidade Federal de 

Minas Gerais, sob o número BHCB 150606.  O registro no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o 

código A216C7C. 

https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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3.2.2 Obtenção de extratos 

 

Após a coleta, as folhas de C. lineatifolia foram submetidas à secagem em estufa com circulação 

de ar e temperatura de 40 °C, por 72 horas. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em 

moinho de facas. Porções do material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foram 

submetidas a diferentes métodos extrativos em diferentes solventes ou misturas desses, 

descritos a seguir. 

 

3.2.2.1 Extração por maceração em banho de ultrassom 

 

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL, 

adicionaram-se 100 mL de solvente extrator e a solução foi então submetida à extração por 

maceração auxiliada por banho de ultrassom, à temperatura ambiente, durante vinte minutos. 

Após esse período, o sobrenadante foi transferido para tubos de centrífuga de 14 mL e 

centrifugados a 1.400 g (Centrífuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos. O 

sobrenadante foi filtrado em funil contendo algodão para um balão volumétrico. Este 

procedimento foi repetido mais duas vezes e os extratos obtidos reunidos no balão volumétrico 

foram evaporados em rotaevaporador (T = 60ºC) (Evaporador rotatório Buchi, modelo R-114 

e waterbath B-480) e liofilizados (Liofilizador Liotop, modelo L101), para aqueles que 

continham água, até a completa eliminação do solvente, obtendo-se, assim, os extratos brutos 

secos (FIGURA 8). 

 

Neste método extrativo, os seguintes solventes e misturas de solventes extratores foram 

utilizados: etanol comercial 96°GL – 92,8°INPM (EtOH); metanol (MeOH); água (H2O), 

EtOH: H2O 8:2 v/v; EtOH: H2O 7:3 v/v; EtOH: H2O 1:1 v/v; EtOH: H2O 3:7 v/v; EtOH: H2O 

2:8 v/v; AcOEt e EtOH: AcOEt 1:1 v/v. 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

 

 

FIGURA 8 – Fluxograma dos métodos extrativos por maceração (por ultrassom ou agitação 

eletromagnética) e por sistema de refluxo da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

3.2.2.2 Extração contínua em sistema de refluxo 

 

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL e 

transferiram-se para um balão volumétrico. Então, foram adicionados 100 mL de solvente 

extrator e a solução foi então submetida à extração por refluxo sob aquecimento (T = 90ºC), 

durante vinte minutos. Após esse período, o sobrenadante foi transferido para tubos de 

centrífuga de 14 mL e centrifugados a 1.400 g (Centrífuga Centrífuga Edutec, modelo EEQ-

9004/B), durante cinco minutos. O sobrenadante foi filtrado em funil contendo algodão para 

um segundo balão volumétrico. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e os extratos 

obtidos reunidos no balão volumétrico foram evaporados em rotaevaporador (T = 60ºC) 

(Evaporador rotatório Buchi, modelo R-114 e waterbath B-480) ou liofilizados (Liofilizador 

Liotop, modelo L101) até a completa eliminação do solvente, obtendo-se, assim, os extratos 

brutos secos (FIGURA 8). 
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Neste método extrativo, os seguintes solventes extratores e misturas foram utilizados: etanol 

comercial 96°GL – 92,8°INPM (EtOH); EtOH: H2O 8:2 v/v e EtOH: AcOEt 1:1 v/v. 

 

3.2.2.3 Extração por maceração em agitação eletromagnética 

 

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL, 

adicionaram-se 100 mL de solvente extrator e a solução foi então submetida à extração por 

maceração em agitação eletromagnética em chapa aquecida à temperatura de 50 ± 5 °C, durante 

vinte minutos. Após esse período, o sobrenadante foi transferido para tubos de centrífuga de 14 

mL e centrifugados a 1.400 g (Centrífuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos. 

O sobrenadante foi filtrado através de funil contendo algodão para um balão volumétrico. Este 

procedimento foi repetido mais duas vezes e os extratos obtidos reunidos no balão volumétrico 

foram evaporados em rotaevaporador (T = 60ºC) (Evaporador rotatório Buchi, modelo R-114 

e waterbath B-480) ou liofilizados (Liofilizador Liotop, modelo L101) até a completa 

eliminação do solvente, obtendo-se, assim, os extratos brutos secos (FIGURA 8). 

 

Neste método extrativo, os seguintes solventes extratores e misturas foram utilizados: etanol 

comercial 96°GL – 92,8°INPM (EtOH); EtOH: H2O 8:2 v/v e EtOH: AcOEt 1:1 v/v. 

 

3.2.2.4 Extração líquido-líquido a partir do extrato etanólico seco 

 

Pesou-se 0,5 g do extrato etanólico, obtido na extração por maceração e banho ultrassônico 

(item 5.2.1.1) em um béquer de 50 mL, adicionaram-se 10 mL da mistura de solventes H2O: 

EtOH (9:1 v/v) e a solução, então, foi submetida à banho de ultrassom até completa 

solubilização. Em seguida, a solução foi transferida para um funil de separação de 125 mL e 

foram adicionados 10 mL de CH2Cl2. O funil de separação foi agitado e aguardou-se a 

separação das fases. A fração CH2Cl2 foi recolhida e reservada. À fração aquosa remanescente 

no funil foi adicionado novamente 10 mL de CH2Cl2, repetindo-se o procedimento mais duas 

vezes.  

 

Após as extrações com CH2Cl2, foram adicionados à fração aquosa no funil de separação 10 

mL de AcOEt e o sistema foi submetido a agitação, aguardando-se, posteriormente, a separação 
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das fases. A fração em AcOEt foi recolhida e o mesmo procedimento foi repetido mais duas 

vezes na fração aquosa remanescente (FIGURA 9). 

 

FIGURA 9 – Fluxograma da partição líquido-líquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etanólico 

obtido por maceração por banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

Legenda: H2O: EtOH = água: etanol; CH2Cl2 = diclorometano; AcOEt = acetato de etila. 

As frações CH2Cl2 e AcOEt (fração AcOEt PLL1) reunidas foram evaporadas em capela e a 

fração aquosa (fração aquosa PLL1) foi liofilizada (Liofilizador Liotop, modelo L101) até a 
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completa eliminação do solvente, obtendo-se, assim, os extratos brutos secos. O mesmo 

procedimento de extração líquido-líquido descrito acima foi realizado com o extrato etanólico 

bruto, obtido por maceração em banho ultrassônico, utilizando-se como solvente extrator 

apenas acetato de etila, obtendo-se ao final as frações aquosa e acetato de etila (PLL2) 

(FIGURA 10). 

 

FIGURA 10 – Fluxograma da partição líquido-líquido com acetato de etila do extrato etanólico obtido por 

maceração por banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

Legenda: H2O: EtOH = água: etanol; AcOEt = acetato de etila. 

 

3.2.2.5 Extração sólido-líquido a partir do extrato etanólico seco 

 

Pesou-se 0,5 g do extrato etanólico seco, obtido por maceração em banho ultrasônico (item 

5.2.1.1) em um tubo de centrífuga de 14 mL, adicionaram-se 10 mL do solvente AcOEt e a 

solução, então, foi submetida à banho de ultrassom até solubilização. Em seguida, a solução foi 

centrifugada a 1.400 g (Centrífuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos. O 

sobrenadante resultante da centrifugação foi recolhido e reservado e, ao resíduo, foram 

novamente adicionados 10 mL de AcOEt, repetindo-se o procedimento mais duas vezes 

(FIGURA 11). As frações AcOEt (PSL) reunidas foram evaporadas em capela até a completa 

eliminação do solvente, obtendo-se, assim, o extrato bruto seco. 
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FIGURA 11 – Fluxograma da extração sólido-líquido com acetato de etila do extrato etanólico obtido por 

maceração em banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

Legenda: Fr AcOEt = fração acetato de etila. 

 

3.2.3 Análise cromatográfica por CLAE/DAD  

 

Preliminarmente, a fim de se avaliarem os diferentes solventes e misturas de solventes, para a 

otimização da obtenção de extratos ricos em fenólicos, foram obtidos os perfis cromatográficos 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodos 

(DAD) de todos os extratos obtidos por maceração auxiliada por banho ultrassônico (item 

3.2.1.1) e partições líquido-líquido (item 3.2.1.4) e sólido-líquido (item 3.2.1.5). As soluções 

foram preparadas a partir dos extratos obtidos da droga vegetal de C. lineatifolia (item 3.2.1) 

na concentração de 10 mg/mL, em metanol grau CLAE (Dinâmica – Química Contemporânea 

Ltda). Para tanto, pesaram-se 10,0 mg dos extratos em microtubos plásticos e adicionou-se 1,0 

mL de metanol grau CLAE. A dissolução foi realizada com o auxílio de um banho ultrassônico 

por 20 minutos. Em seguida, as soluções foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante foi transferido para tubos de 2 mL. 

Para análise por CLAE (Alliance - Waters, equipado com injetor automático 2695, detector de 

arranjo de diodos 2996, bomba L-6200A, integrador C-R4A e programa Empower para 

processamento de dados) foi empregado o método previamente descrito por Barbosa (2009) 
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para análise dos extratos de C. lineatifolia.  A coluna utilizada foi a de fase reversa C18 

(LiChrospher® 100 RP-18, partículas de 5 μm, 125 x 4 mm d.i), pré-coluna de mesma marca, 

fase e tamanho de partícula, volume de injeção 10 μL e fluxo de 1 mL/min, com temperatura 

de 40ºC. A leitura foi realizada em λ 210 nm, sendo registrados em uma faixa espectral de λ 

200 a 600 nm.  

 

A fase móvel empregada foi composta de acetonitrila (ACN) grau CLAE (Merck) e água 

destilada (filtrada em sistema Milli-Q), contendo 0,1% de ácido fosfórico, na proporção inicial 

95:5, com gradiente linear de 60% a 40% de água em 60 minutos, conforme Tabela 3.  

 

TABELA 3 – Sistema de eluição empregado na obtenção dos perfis cromatográficos por CLAE dos extratos brutos 

e frações obtidos por diferentes solventes, a partir da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

MATERIAL 

ANALISADO 

TEMPO (min.) ÁGUA/ÁCIDO* ACETONITRILA/ÁCIDO* 

(%) 

 

Extrato bruto e 

frações 

0 

60 

70 

95 

60 

95 

5 

40 

5 

*ÁCIDO (%): corresponde à adição de 0,1% de ácido fosfórico aos solventes água e acetonitrila. 

Fonte: Adaptado de Barbosa, 2009, p. 44. 

 

3.2.4 Análise cromatográfica por CLUE/DAD 

 

Após a análise dos perfis cromatográficos obtidos preliminarmente por CLAE, os solventes / 

misturas de solventes que apresentaram resultados extrativos otimizados, em função do teor de 

fenólicos, foram selecionados, e seus perfis cromatográficos analisados por Cromatografia 

Líquida de ultra Eficiência (CLUE) acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD), para 

seleção e posterior identificação de marcadores químicos. Ainda, após a seleção dos melhores 

solventes e misturas de solventes, foi realizado um planejamento experimental, utilizando-se 

diferentes métodos extrativos (extração contínua em sistema de refluxo, item 3.2.1.2 e 

maceração em agitação eletromagnética, item 3.2.1.3), em comparação à maceração auxiliada 

por banho ultrassônico, com o objetivo de melhorar os resultados da otimização obtida 

anteriormente. Cabe ressaltar que, esta última avaliação foi realizada apenas pela análise dos 

perfis cromatográficos obtidos por CLUE, tendo em vista que a seleção preliminar com os 

solventes e misturas de solventes havia sido realizada utilizando-se os perfis obtidos por CLAE. 
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Para tanto, foram preparadas soluções dos extratos obtidos da droga vegetal de C. lineatifolia 

(item 3.2.1) na concentração de 5 mg/mL, em metanol grau CLAE, preparadas conforme 

descrito no item 3.2.3. 

 

A condição cromatográfica utilizada consistiu na utilização de sistema de cromatografia líquida 

de ultra eficiência UPLC Acquity System® acoplado a detector UV/DAD, coluna Acquity 

UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i., 1,7 μm), pré-coluna VanGuard™ C18 (2,1 x 5 mm, 1,7 

μm), temperatura do forno 40 °C, fase móvel em gradiente linear, utilizando-se água ultrapura 

e acetonitrila grau CLAE, ambos acidificados com 0,1% de ácido fórmico, conforme descrito 

na Tabela 4, fluxo 0,3 mL/ min, comprimento de onda de detecção em 210 nm, sendo 

registrados em uma faixa espectral de λ 200 a 600 nm e volume de injeção: 2,0 μL. Para 

obtenção da condição cromatográfica por CLUE foi utilizado o sistema de conversão Acquity 

UPLC Calculator (Empower). 

 

TABELA 4 – Sistema de eluição empregado na obtenção dos perfis cromatográficos por CLUE-DAD dos extratos 

otimizados ricos em fenólicos selecionados, obtidos da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia. 

TEMPO (min.) ÁGUA/ÁCIDO* ACETONITRILA/ÁCIDO* (%) 

0 

48 

56 

95 

60 

95 

5 

40 

5 

*ÁCIDO (%): corresponde à adição de 0,1% de ácido fórmico aos solventes água e acetonitrila. 

 

3.2.5 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism versão 6.0. 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. A comparação entre 

dois grupos foi realizada empregando-se o teste “t de Student” não pareado. Para a comparação 

de mais de dois grupos, foi empregado o teste One-way ANOVA seguido de pós-teste de Tukey 

para comparações múltiplas de pequenas amostras. A escolha desses testes foi realizada de 

acordo com a dispersão relativa dos dados na estatística descritiva e p<0,05 foi considerado 

significativo. 
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3.3 Resultados e discussão 

 

Sabe-se que os flavonoides são encontrados em plantas, principalmente na sua forma 

glicosilada, ou seja, com açúcares ligados às suas estruturas, podendo ser O-glicosiladas e C-

glicosiladas, sendo a D-glicose e L-ramnose os açúcares mais comuns (HERMANN, 1988; 

ERLUND, 2004). O efeito da glicosilação faz com que os flavonoides apresentem uma maior 

solubilidade em água e, por isso, soluções aquosas e hidroalcoólicas podem ser consideradas 

mais adequadas para extração destas substâncias. Já para as agliconas de flavonoides menos 

polares, como isoflavonas, flavanonas, flavonas e flavonóis, podem ser extraídos utilizando-se 

solventes de baixa a média polaridade como clorofórmio, diclorometano, éter etílico ou acetato 

de etila (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). Neste trabalho, foram avaliadas misturas de 

etanol e água em diferentes proporções (80:20, 70:30, 50:50, 30:70 e 20:80), além de solventes 

puros – EtOH comercial, MeOH e AcOEt – para extração do material vegetal. Em decorrência 

da indicação na tradição popular do consumo medicinal de chá das folhas de C. lineatifolia, 

somada a alta polaridade dos flavonoides presentes, realizou-se, ainda, a extração utilizando-se 

água.  

 

Os materiais vegetais são comumente extraídos empregando-se solventes líquidos, devido à sua 

ampla aplicabilidade, eficiência e facilidade de utilização (SHARMA e GUPTA, 2015; 

SAFDAR et al. 2017). A técnica, denominada extração sólido-líquido, em geral, envolve a 

secagem e moagem do material vegetal e a escolha de um solvente e de um procedimento 

adequado para a extração das substâncias de interesse (SHARMA e GUPTA, 2015). 

Inicialmente, foi utilizado o método extrativo por maceração auxiliado por banho ultrassônico 

das folhas secas e trituradas de C. lineatifolia, conforme descrito no item 3.2.1.1, realizados em 

triplicata, para cada solvente e mistura de solventes. A escolha por esse método deveu-se em 

função de se tratar de um método de execução rápida, simples e não-laboriosa, com menor 

consumo de solventes, tornando-se uma alternativa ambientalmente sustentável para obtenção 

de extratos (MACHADO et al., 2017). O GRÁFICO 1 demonstra os resultados do rendimento 

(m/m%) desta primeira extração efetuada.  
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GRÁFICO 1 – Rendimentos extrativos (m/m) dos extratos de Campomanesia lineatifolia obtidos por maceração 

auxiliada por banho ultrassônico, empregando-se diferentes solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH 

= metanol; AcOEt = acetato de etila; H2O = água e misturas de etanol e água em diferentes proporções. Teste: 

One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). a,b,c representam as médias que diferem entre si (p<0,05). 

 

Em análise aos resultados, pode-se constatar que não houve diferença estatística nos 

rendimentos do extrato EtOH em relação aos outros solventes e misturas de solventes testados, 

à exceção do extrato MeOH. Para o extrato MeOH, houve diferença estatística em comparação 

com o extrato AcOEt, H2O e EtOH:H2O (7:3), mas sem diferença estatística para os demais.  

Além deste protocolo extrativo, outro frequentemente utilizado para obtenção de extratos 

enriquecidos em fenólicos, como flavonoides, é a extração sequencial utilizando-se solventes 

de polaridades crescentes. Em uma primeira etapa, utiliza-se um solvente de baixa polaridade, 

como diclorometano, por exemplo, para extrair as substâncias de menor polaridade e agliconas. 

Em etapa subsequente, utilizam-se soluções hidroalcoólicas para obtenção dos flavonoides mais 

polares (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). O extrato obtido é comumente denominado 

extrato desengordurado. Assim, na tentativa de eliminar as substâncias de menor polaridade e, 

consequentemente, concentrar os flavonoides presentes, também se avaliou a utilização de 

extrações com diclorometano, acetato de etila e ambos, no extrato etanólico de C. lineatifolia 

(PLL1 e PLL2, descritas no item 3.2.2.4 e PSL, descrita no item 3.2.2.5). Os rendimentos 

extrativos (m/m) estão apresentados no Gráfico 2. 
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GRÁFICO 2 – Rendimentos extrativos (m/m) das frações obtidas por partição com extrato etanólico seco de 

Campomanesia lineatifolia. Legenda: PLL1 = partição líquido-líquido em acetato de etila, desengordurado com 

CH2Cl2; PLL2 = partição líquido-líquido com acetato de etila; PSL = extração sólido-líquido com acetato de etila. 

Teste: One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). a,b,c representam as médias que diferem entre si 

(p<0,05). 

 

A fração acetato de etila obtida por PLL1 apresentou diferença estatística quando comparada 

às frações acetato de etila obtida por PLL2 e PSL. Para as demais frações, não houve diferença 

estatística. Assim, preliminarmente, pode-se inferir que as frações acetato de etila obtidas por 

PLL2 e PSL foram as que apresentaram os melhores rendimentos extrativos (m/m). 

 

Apesar da importância em se avaliar o rendimento extrativo (m/m) das matérias-primas 

vegetais, este parâmetro pode não fornecer informações completas sobre a eficiência do método 

e do solvente utilizado em extrair as substâncias de interesse. Então, para se identificar o melhor 

solvente ou mistura de solvente extrator, foram preparadas soluções dos extratos obtidos para 

análise em CLAE-DAD (TABELA 3, item 3.2.3), a fim de se obterem os perfis 

cromatográficos. 

 

A utilização de CLAE acoplada a detectores UV-DAD tem sido, nas duas últimas décadas, o 

método padrão para detecção de flavonoides em misturas. Na ausência de substâncias químicas 

de referência, a técnica oferece informações espectrais importantes sobre os flavonoides 

presentes em matrizes complexas, por meio do registro de espectros para cada pico do 

cromatograma. Isso é possível porque essa classe de substâncias apresenta duas bandas de 

absorção no UV muito características, com valores máximos de comprimento de onda entre 
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240 a 285 e 300 a 550 nm, sendo que os vários tipos flavonoídicos podem ser diferenciados 

pelas características do seu espectro de UV (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). 

 

A obtenção destes perfis cromatográficos permitiu a análise qualitativa da composição química 

dos extratos e a identificação dos picos referentes às substâncias flavonoídicas majoritárias 

presentes, em comparação com o obtido por Barbosa (2009). A Figura 11 mostra os 

cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, em λ  210 nm, para os diferentes solventes utilizados 

na extração da droga vegetal de C. lineatifolia. Nesta figura, pode-se perceber a ocorrência de 

picos majoritários comuns entre os diversos cromatogramas de C. lineatifolia, identificando-se, 

assim, os seus principais marcadores químicos que, conforme perfil no UV, apresentam 

características flavonoídicas. 

 

Três picos majoritários mais intensos (A, B e C) estão presentes em todos os cromatogramas, 

com tempos de retenção semelhantes (~ 6,9; 18,8 e 23,5 min; respectivamente) para os 

diferentes solventes e misturas de solventes testados nas extrações. Foi possível observar perfil 

cromatográfico semelhante ao obtido por Barbosa (2009). É importante ressaltar que, apesar da 

substância A ter sido detectada no extrato etanólico em pico de baixa intensidade, e não ter sido 

detectada na fração acetato de etila obtida por Barbosa (2009) nesta eluição recente (2019), a 

mesma substância foi identificada, conforme pode ser verificado na Figura 12, nos 

cromatogramas identificados como extrato etanólico bruto e fração AcOEt (*) (BARBOSA, 

2009). A referida substância foi identificada como sendo o monômero de tanino (+) – catequina. 

Jacques et al. (2010) demonstraram que as substâncias fenólicas apresentam estabilidade 

quando armazenadas sob temperatura de refrigeração (-10°C a -18°C), por um período não 

superior a quatro meses. Van der Sluis, Dekker e van Boekel (2005) descreveram estabilidade 

da catequina em condições de armazenamento sob refrigeração durante um mês, mas nenhum 

estudo relata a estabilidade desta substância por período superior a seis meses de 

armazenamento. Possivelmente, a baixa intensidade do pico da catequina nas amostras de 

Barbosa (2009) demonstra que ela pode ter sido degradada nesse período de dez anos de 

estocagem sob refrigeração, justificando os resultados das corridas cromatográficas atuais. 

 

Além da catequina, a substância aqui relacionada como C, também foi identificada por Barbosa 

(2009), representando o flavonol quercitrina, presente em todos os cromatogramas, nos 

diferentes solventes e mistura de solventes extratores. 
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FIGURA 12 – Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, em 210 nm, para os extratos 

obtidos com os diferentes solventes utilizados na extração da droga vegetal de C. 

lineatifolia. 
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Continuação FIGURA 12 
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Continuação FIGURA 12 
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Continuação FIGURA 12 

 

 

 

 
Legenda: A, B e C = substâncias majoritárias selecionadas; AU = absorbância. Legenda: EtOH = etanol; 

MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H2O = água; PLL1 = partição líquido-líquido do extrato 

etanólico seco com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = partição líquido-líquido do extrato 

etanólico seco com acetato de etila; PSL = extração sólido-líquido do extrato etanólico seco com acetato 

de etila. (#) Perfil cromatográfico obtido em corrida recente com amostra obtida em 2009; (*) Perfil 

cromatográfico obtido por Barbosa (2009) no ano de 2009, sob as mesmas condições cromatográficas. 

Condições cromatográficas em material e métodos, item 3.2.3. 

 

Os espectros UV das substâncias referentes aos picos A, B e C apresentaram padrões de bandas 

semelhantes entre si, correspondendo, possivelmente, à presença de substâncias flavonoídicas, 

em função de bandas observadas: uma banda entre λ 250 e 280 nm e outra entre λ 340 e 380 

nm (FIGURA 13). 
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FIGURA 13 – Espectros no UV dos picos majoritários A, B e C obtidos nos cromatogramas em CLAE-FR., dos 

extratos de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e misturas de solventes. 
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Continuação FIGURA 13 
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Continuação FIGURA 13 

 

 

 

Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbância, CLAE-FR = cromatografia líquida de alta eficiência, fase reversa; 

EtOH = etanólico; MeOH = metanólico; AcOEt = acetato de etila; H2O = água; PLL1 = partição líquido-líquido 

do extrato etanólico seco em acetato de etila desengordurado com diclorometano ; PLL2 = partição líquido-líquido 

do extrato etanólico seco com acetato de etila; PSL = extração sólido-líquido do extrato etanólico seco com acetato 

de etila; fração AcOEt (BARBOSA, 2009) = espectros UV obtidos na mesma data da corrida realizada para os 

demais solventes e (*) espectros UV obtidos por Barbosa (2009), sob as mesmas condições cromatográficas. 

Condições cromatográficas em material e métodos, item 3.2.3. 

 

Após a análise e seleção das substâncias majoritárias A, B e C por meio de seus perfis 

cromatográficos (respectivos tempos de retenção) e espectros no UV, fez-se necessário o estudo 

da eficiência da extração dessas substâncias de interesse, em função do uso de diferentes 
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solventes e misturas de solventes e das áreas respectivas destes picos. Analisando-se 

individualmente a eficiência da extração para as substâncias B e C, os diferentes solventes e 

misturas de solventes utilizados não apresentaram diferença estatística entre eles. Para a 

substância A, conforme pode ser demonstrado no Gráfico 3, a extração com o solvente AcOEt 

foi o menos eficiente em relação às misturas EtOH:H2O, nas proporções 7:3, 3:7 e 2:8. Para o 

restante, não houve diferença estatística entre os solventes e misturas utilizados. 
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GRÁFICO 3 – Áreas dos picos cromatográficos obtidos por CLAE, das substâncias fenólicas majoritárias 

selecionadas (A, B e C) para cada extrato de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e mistura de 

solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H2O = água. Teste: 

Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). (*) representa diferença estatística entre o solvente 

AcOEt com as misturas EtOH:H2O 7:3; 3:7 e 2:8, com p<0,05. Condições cromatográficas em material e métodos, 

item 3.2.3. 

 

Também foi avaliada a eficiência das extrações para as frações PLL1, PLL2 e PSL para as 

substâncias A, B e C, individualmente. O perfil das extrações é mostrado no Gráfico 4. Para as 

substâncias A e B, não houve diferença estatística com relação às partições realizadas. Para a 

substância C, a fração AcOEt PLL1 demonstrou ser mais eficiente na extração, mas sem 

diferença estatística para as demais frações obtidas pelas partições.  
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GRÁFICO 4 – Áreas dos picos cromatográficos obtidos por CLAE, das substâncias fenólicas majoritárias 

selecionadas (A, B e C) para cada fração de partições e extrações sólido-líquido realizadas com o extrato etanólico 

seco de Campomanesia lineatifolia. Legenda: CLAE = cromatografia líquida de alta eficiência; PLL1 = partição 

líquido-líquido com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = partição líquido-líquido com acetato de etila; PSL = 

extração sólido-líquido com acetato de etila. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). (*) 

representa diferença estatística entre a Fração AcOEt PLL1 e demais Frações avaliadas, com p<0,05. Condições 

cromatográficas em material e métodos, item 3.2.3. 
 

Os Gráficos 5 e 6 mostram o somatório das áreas dos picos das três substâncias selecionadas 

(A, B e C) obtidos por CLAE, nos diferentes solventes e misturas de solventes utilizados nos 

métodos extrativos descritos, sob as mesmas condições cromatográficas (TABELA 3, item 

3.2.3). 

 

Em análise ao Gráfico 5, observou-se que os extratos obtidos utilizando 100% de solventes 

orgânicos apresentaram concentrações muito baixas dos flavonoides selecionados, à exceção 

do extrato EtOH. Ainda, foi demonstrada uma boa eficiência com a utilização de soluções 

hidroalcoólicas contendo 80% e 70% de etanol.  
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GRÁFICO 5 – Somatório das áreas dos picos cromatográficos obtidos por CLAE, das substâncias fenólicas 

majoritárias selecionadas (A, B e C) para cada extrato de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e 

mistura de solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H2O = água. 

Teste: One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). a,b,c representam as médias que diferem entre si 

(p<0,05). Condições cromatográficas em material e métodos, item 3.2.3. 

 

A eficiência máxima de extração das substâncias de interesse, a partir das frações obtidas por 

partições, como pode ser demonstrada no Gráfico 6, foi observada com a utilização da técnica 

de partição líquido-líquido do extrato etanólico de C. lineatifolia com o solvente acetato de etila 

(PLL1), desengordurada com diclorometano. 
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GRÁFICO 6 – Somatório das áreas dos picos cromatográficos obtidos por CLAE, das substâncias fenólicas 

majoritárias selecionadas (A, B e C) para cada fração de partições realizadas com o extrato etanólico seco de 

Campomanesia lineatifolia. Legenda: CLAE = cromatografia líquida de alta eficiência; PLL1 = partição líquido-

líquido com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = partição líquido-líquido com acetato de etila; PSL = extração 

sólido-líquido com acetato de etila. Teste: One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). a,b,c,d 

representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condições cromatográficas em material e métodos, item 

3.2.3. 
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Portanto, preliminarmente, as análises utilizando-se o método analítico por CLAE, permitiu 

selecionar os extratos e partições que apresentaram eficiência na extração das substâncias 

fenólicas de interesse (extratos EtOH, EtOH:H2O 8:2 e 7:3 e a fração acetato de etila PLL1), a 

partir da droga vegetal de folhas de Campomanesia lineatifolia. 

 

Para facilitar a análise e o estudo de flavonoides e substâncias fenólicas, a etapa cromatográfica 

é frequentemente necessária para separar individualmente uma substância da outra. Para tanto, 

a cromatografia líquida tem sido a técnica de separação mais comumente utilizada (MARSTON 

e HOSTETTMANN, 2006). Nos últimos anos, a CLAE vem sendo substituída pela CLUE, que 

inclui diversas vantagens, incluindo tempos menores de análises e melhores sensibilidade e 

resolução nos cromatogramas (CHURCHWELL et al., 2005; ORTEGA et al., 2010). 

 

A partir desta análise preliminar, foi proposta a transferência analítica de CLAE para CLUE, a 

fim de se obter os resultados cromatográficos em menores intervalos de tempo de eluição, com 

menor consumo de solventes, com menores quantidades de amostra analisada e com a intenção 

de desenvolvimento analítico e validação posterior do método analítico para quantificação. 

Entretanto, quando se realiza a transposição de um método analítico de CLAE para CLUE, é 

crucial existir uma confirmação de que os novos resultados obtidos em CLUE sejam 

semelhantes aos já existentes em CLAE, em especial no que diz respeito ao parâmetro de 

resolução entre as substâncias de interesse. Ainda, por ser a transferência de um método 

analítico de CLAE para CLUE um processo longo, que requer a avaliação e o ajuste de uma 

série de parâmetros cromatográficos considerados críticos na transferência analítica que 

incluem o tipo de coluna utilizada, o fluxo da fase móvel, a temperatura da coluna, a proporção 

da fase móvel utilizada, a composição da fase móvel e o volume de injeção da amostra (PORTO, 

2014). 

 

O cromatógrafo utilizado conta com o software Empower, dotado de uma ferramenta, o Acquity 

UPLC Calculator, que permite a introdução das condições cromatográficas de um método em 

CLAE e sugere a adaptação desses mesmos parâmetros para CLUE. Não obstante, a utilização 

do Acquity UPLC Calculator é apenas um ponto de partida para os estudos de transferência 

analítica, uma vez que as condições cromatográficas aconselhadas podem, nem sempre, ser 

totalmente aplicáveis à transferência em estudo. A equivalência das condições da eluição obtida 

pela calculadora de conversão é descrita na Tabela 4 (item 3.2.4). 
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Para análise e interpretação dessa condição analítica inicial obtida pela transferência dos 

métodos de CLAE para CLUE, apenas o extrato EtOH foi utilizado, tendo em vista que se tratou 

de um extrato com bom rendimento (GRÁFICO 5) e de fácil obtenção, quando comparado aos 

outros extratos com bons rendimentos (EtOH:H2O 8:2 e 7:3; fração acetato de etila PLL1). Este 

primeiro perfil cromatográfico em CLUE do extrato etanólico não apresentou boa resolução 

das substâncias majoritárias previamente selecionadas por CLAE, no comprimento de onda de 

210 nm. Para que a resolução se tornasse melhor, o método analítico foi modificado (Condição 

experimental C, Tabela 6, item 4.2.1) e novo perfil cromatográfico obtido por CLUE 

(FIGURA 14). 

 

FIGURA 14 – Perfil cromatográfico do extrato etanólico de Campomanesia lineatifolia obtido por CLUE, em 

comprimento de onda de 210 nm. 

 
Legenda: AU = absorbância; CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência. Condição cromatográfica C, item 

4.2.1. 
 

O comprimento de onda inicialmente escolhido de 210 nm foi proposto objetivando-se uma 

análise de varredura das possíveis substâncias presentes nos extratos de C. lineatifolia. Após a 

obtenção dos espectros em UV, pode ser constatado que, a maioria dos picos registrados, 

apresentaram espectros de UV compatíveis com substâncias fenólicas, dentre eles taninos, 

flavonas e flavonóis, assim como descrito por Barbosa (2009), para os extratos de C. 

lineatifolia. Os espectros de flavonas e flavonóis em metanol exibem dois picos de absorção de 

alta intensidade na região de 240-400 nm. Estes dois picos são comumente referidos como 

banda I (usualmente 300 a 380 nm) e banda II (240 - 280 nm). A absorção da banda I está 

associada à presença do sistema cinamoíla do anel B e a absorção da banda II é decorrente da 

presença do grupo cromóforo benzoíla do anel A. Essas características permitem diferenciar as 

flavonas e os flavonóis das demais classes de flavonoides. A banda I de flavonas ocorre em 

comprimentos de onda de 304–350 nm, enquanto a banda I dos flavonóis, de uma maneira geral, 

apresentam o comprimento de onda de absorção superior a 350 nm, devido à presença da 
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hidroxila na posição 3, que aumenta a densidade eletrônica do cromóforo cinamoíla. Entretanto, 

em flavonóis que apresentam substituição da hidroxila na posição 3 (metilas ou açúcares) a 

banda I (328-357 nm) sobrepõe-se à região da banda I em flavonas, e a forma geral das curvas 

espectrais aproximam-se daquelas das flavonas. (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970) 

(FIGURA 15).  

 

FIGURA 15 – Características estruturais das flavonas e flavonóis e seus respectivos grupos benzoíla e cinamoíla. 

 

Fonte: Adaptado de Mabry, Markham e Thomas, 1970, p. 42. 

 

Baseando-se nos padrões de absorção das substâncias flavonoídicas, novo cromatograma foi 

obtido (nas mesmas condições cromatográficas descritas para a Figura 14), agora em 

comprimento de onda de 270 nm, visando melhorar a seletividade para identificação dessas 

substâncias (FIGURA 16). 

 

FIGURA 16 – Perfil cromatográfico do extrato etanólico de Campomanesia lineatifolia obtido por CLUE, 

em comprimento de onda de 270 nm. 

 

Legenda: AU = absorbância; CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência.  Condição cromatográfica C, item 

4.2.1. 
 

Observou-se, neste comprimento de onda (270 nm), a presença de cinco picos majoritários, os 

quais foram numerados de 1 a 5, conforme seu tempo de retenção. A partir dessa seleção, 

procederam-se as corridas dos extratos com maiores rendimentos selecionados por CLAE em 

CLUE, mantendo-se a mesma condição cromatográfica anterior (condição experimental C, 
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Tabela 6, item 4.2.1) nos diferentes solventes e misturas (extratos EtOH, EtOH:H2O 8:2, 

EtOH:H2O 7:3 e a fração acetato de etila PLL1) (FIGURA 17). 

 

FIGURA 17 – Perfis cromatográficos dos extratos e fração otimizados de Campomanesia lineatifolia, obtidos por 

CLUE, em comprimento de onda de 270 nm. 

 

Legenda: AU = absorbância; CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência; EtOH = etanol, H2O = água; AcOEt 

= acetato de etila; PLL1 = partição líquido-líquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etanólico seco 

de C. lineatifolia Condição cromatográfica C, item 4.2.1. 

 

Para se traçar o perfil quantitativo dessas substâncias selecionadas (1 a 5), as áreas absolutas 

dos 5 picos foram avaliadas por CLUE (λ 270 nm, nas mesmas condições cromatográficas 
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descritas anteriormente), em função dos diferentes solventes e misturas de solventes extratores 

mais eficientes, selecionados previamente por CLAE (GRÁFICO 7).  
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GRÁFICO 7 – Somatório das áreas dos picos cromatográficos obtidos por CLUE (λ 270 nm), das substâncias 

flavonoídicas majoritárias selecionadas (1 a 5) para os extratos e fração otimizados de Campomanesia lineatifolia. 

Legenda: AU = absorbância; CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência; EtOH = etanol, H2O = água; AcOEt 

= acetato de etila; PLL1 = partição líquido-líquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etanólico seco 

de C. lineatifolia. Teste: One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). a,b,c, representam as médias que 

diferem entre si (p<0,05).  Condição cromatográfica C, item 4.2.1. 

 

A fração AcOEt PLL1 mostrou-se a mais enriquecida com relação às substâncias de interesse 

(1 a 5), apresentando diferença estatística quando comparada com os demais extratos (EtOH, 

EtOH:H2O 8:2 e 7:3). Para os extratos etanólico e hidroalcoólicos, os que apresentaram 

melhores eficiências foram os extratos EtOH:H2O 8:2 e 7:3, sem diferença estatística entre eles, 

seguido do extrato EtOH, que apresentou diferença estatística somente para o EtOH:H2O e 7:3. 

 

Estudos conduzidos com espécies do gênero Campomanesia para avaliação de atividades 

biológicas e ensaios de toxicidade, em função dos flavonoides presentes nos extratos, também 

utilizaram como solventes extratores o etanol (SOUZA-MOREIRA, et al., 2011; KLAFKE et 

al., 2012; PASCOAL et al., 2014), soluções hidroalcoólicas (MARKMAN et al., 2004) e 

acetato de etila (FERREIRA et al., 2013). Os resultados então descritos corroboram com o 

perfil otimizado obtido para os solventes / misturas de solventes extratores avaliados: etanol e 

etanol:água (8:2) para as folhas de C. lineatifolia neste estudo. É importante ressaltar que, a 

fração acetato de etila PLL1, apesar de ter demonstrado melhor eficiência em extrair as 

substâncias majoritárias selecionadas por CLUE (1 a 5), foi excluída das próximas etapas de 
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otimização na obtenção de extratos enriquecidos em flavonoides, tendo em vista que apresentou 

menor rendimento (m/m%) (GRAFICO 2) e por apresentar um processo de obtenção mais 

laborioso e com maior consumo de solventes extratores e tempo, além da toxicidade do solvente 

acetato de etila. 

 

Relacionando os resultados apresentados em nosso estudo aos publicados anteriormente por 

Barbosa (2009) e Madalosso et al. (2012), foi proposto um planejamento experimental para 

avaliação de dois novos métodos extrativos, quais sejam, a maceração sob agitação 

eletromagnética e sistema contínuo de refluxo (condensador de bolas), em comparação ao 

método utilizado preliminarmente, maceração com auxílio de banho ultrassônico, na tentativa 

de otimizar a obtenção de extrato rico em fenólicos. 

 

Vários métodos extrativos podem ser propostos com o objetivo de se obterem extratos 

enriquecidos em fenólicos. Machado et al. (2017) desenvolveram e otimizaram um método de 

extração para obtenção de extrato enriquecido em substâncias fenólicas nas sementes de 

guaraná, que empregou a maceração líquido-sólido utilizando mistura de solventes de 

EtOH:H2O (8:2, v/v) com ácido diluído (H3PO4 0,1% em água, v/v), sob agitação 

eletromagnética, em temperatura de 75-78 °C, em três extrações sucessivas, 10 minutos cada. 

Outros estudos também se concentram na extração de substâncias fenólicas por meio de 

solventes aceitos pela indústria farmacêutica e de alimentos, por exemplo, água e etanol, em 

combinação com as técnicas de extração assistida, como extração líquida pressurizada, extração 

por microondas e extração assistida por ultrassom (BODOIRA et al., 2017; CALEJA et al., 

2017; DUBA et al., 2015; XU et al., 2015).  

 

A temperatura do processo extrativo é um outro parâmetro que deve ser levado em 

consideração. Diversos estudos demonstram que o aumento da temperatura melhora a 

solubilidade das substâncias fenólicas nos solventes extratores e otimiza a extração dessas 

substâncias em matérias-primas vegetais (DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN, 

2008; SRINIVAS et al., 2010; CUEVAS-VALENZUELA et al., 2014; BODOIRA et al., 

2019). 

 

Diante do exposto, para os métodos extrativos propostos no planejamento experimental, o 

solvente EtOH e a mistura de solventes EtOH:H2O (8:2) foram mantidos, tendo em vista a 
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eficiência que demonstraram na obtenção de extratos ricos em fenólicos (avaliados 

anteriormente por CLAE e CLUE), além de boa solubilidade das substâncias fenólicas nestes 

solventes (DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN, 2008; BARBOSA, 2009; 

MADALOSSO et al., 2012; VUONG et al., 2011; CUEVAS-VALENZUELA et al., 2014). 

Como não houve diferença estatística entre as misturas EtOH:H2O (8:2) e (7:3), este último não 

foi incluído no planejamento, tendo em vista a maior dificuldade de se retirar a água que se 

encontra em maior proporção nesse extrato. Em adição, nova mistura de solventes foi incluída 

no planejamento, etanol:acetato de etila (1:1) [EtOH: AcOEt (1:1)], tendo em vista que o 

solvente acetato de etila tem demonstrado eficiência na extração de substâncias fenólicas 

(DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN, 2008; VUONG et al., 2011; FERREIRA et 

al., 2013) e também pelo fato de a partição com acetato de etila PLL1 ter demonstrado um bom 

resultado. O planejamento experimental encontra-se sumarizado na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Planejamento experimental proposto para avaliação de diferentes métodos extrativos e solventes / 

mistura de solventes, na obtenção de extratos enriquecidos em fenólicos, a partir da droga vegetal de folhas de C. 

lineatifolia. 

ENSAIO SOLVENTE / MISTURA DE 

SOLVENTES 

AGITAÇÃO / TEMPERATURA (°C) 

1 EtOH Banho ultrassônico (US) / 27°C 

2 EtOH Chapa eletromagnética (AE) / 50 ± 2°C 

3 EtOH Sistema contínuo de refluxo (R) / 100 ± 5°C 

4 EtOH:H2O (8:2) Banho ultrassônico (US) / 27°C 

5 EtOH:H2O (8:2) Chapa eletromagnética (AE) / 50 ±2°C 

6 EtOH:H2O (8:2) Sistema contínuo de refluxo (R) / 100 ± 5°C 

7 EtOH:AcOEt (1:1) Banho ultrassônico (US) / 27°C 

8 EtOH:AcOEt (1:1) Chapa eletromagnética (AE) / 50 ±2°C 

9 EtOH:AcOEt (1:1) Sistema contínuo de refluxo (R) / 100 ± 5°C 

Legenda: EtOH = etanol, H2O = água e AcOEt = acetato de etila, US = maceração auxiliada por ultrassom, AE = 

maceração sob agitação eletromagnética; R = extração em sistema contínuo de refluxo. 

 

Os parâmetros então propostos foram em função do tipo de solvente / mistura de solventes 

utilizados e o método extrativo. Para a avaliação da otimização em diferentes métodos 

extrativos, os perfis cromatográficos de cada extrato foram obtidos por CLUE-UV/DAD, em 

comprimento de onda de 270 nm, e as áreas dos picos majoritários (picos de 1 a 5) foram 

comparadas (GRÁFICO 8). 
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Gráfico 8 – Área dos picos das substâncias majoritárias (picos de 1 a 5) de extratos de C. lineatifolia obtidos por 

CLUE-UV/DAD em diferentes métodos e solventes extrativos. Cada barra representa a média ± EPM, Two-way 

ANOVA, com comparação pós-teste de Tukey, p<0.05. Legenda:  EtOH = etanol; H2O = água; AcOEt = acetato 

de etila; US = maceração auxiliada por ultrassom; AE = maceração sob agitação eletromagnética; R = extração 

em sistema contínuo de refluxo. Condição cromatográfica C, item 4.2.1. 

 

Para as substâncias identificadas como picos 1, 2 e 4, não houve diferença estatística para os 

diferentes métodos extrativos e solventes / misturas de solventes testados. 

 

Para a extração da substância 3 (pico 3), o método por refluxo, utilizando etanol como solvente 

(EtOH R) foi estatisticamente diferente dos sistemas EtOH US; EtOH AE; EtOH: AcOEt (1:1) 

US, R e AE, mas sem diferença estatística quando se utilizou os solventes EtOH:H2O (8:2) para 

todos os métodos (GRÁFICO 9).  

P ic o  3

S o lv e n te s  e  m is tu ra s  d e  s o lv e n te s  e x tra to re s

Á
r
e

a
 c

r
o

m
a

to
g

r
a

m
a

E
tO

H
 U

S

E
tO

H
 A

E

E
tO

H
 R

E
tO

H
: 

H
2
O

 (
8
:2

)  
U

S
 

E
tO

H
: 

H
2
O

 (
8
:2

)  
A

E

E
tO

H
: 

H
2
O

 (
8
:2

)  
R

E
tO

H
: 

A
c
O

E
t 

(1
:1

)  
U

S

E
tO

H
: 

A
c
O

E
t 

(1
:1

)  
A

E

E
tO

H
: 

A
c
O

E
t 

(1
:1

)  
R

0

2 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 b

a

a

a
a

a ,c

b

b ,c
b

 

Gráfico 9 – Avaliação dos métodos extrativos em extratos de C. lineatifolia, em função da área do cromatograma 

obtido por CLUE-UV/DAD, para a substância 3 (pico 3). Legenda:  EtOH = etanol; H2O = água; AcOEt = acetato 

de etila; US = maceração auxiliada por ultrassom; AE = maceração sob agitação eletromagnética; R = extração 

em sistema contínuo de refluxo. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). Cada barra 

representa a média ± EPM e a,b,c, representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condição cromatográfica 

C, item 4.2.1. 
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Para a extração da substância 5 (pico 5), o método de maceração com auxílio de ultrassom (US), 

utilizando-se a mistura de solventes EtOH:H2O (8:2),  foi estatisticamente mais eficiente em 

relação aos sistemas EtOH:H2O (8:2) AE e R; EtOH US e AE; EtOH: AcOEt (1:1) US, AE e 

R, mas sem diferença estatística quando se utilizou o solvente etanol, no sistema de refluxo 

(EtOH R), conforme Gráfico 10. 
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Gráfico 10 – Avaliação dos métodos extrativos em extratos de C. lineatifolia, em função da área do cromatograma 

obtido por CLUE-UV/DAD, para a substância 5 (pico 5). Legenda:  EtOH = etanol; AcOEt = acetato de etila; US 

= maceração auxiliada por ultrassom; AE = maceração sob agitação eletromagnética; R = extração em sistema 

contínuo de refluxo. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey (n=3). Cada barra representa a 

média ± EPM e a,b,c, representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condição cromatográfica C, item 4.2.1. 
 

3.4 Conclusões 

 

As extrações por EtOH R e EtOH:H2O (8:2) US representaram métodos otimizados para a 

obtenção das substâncias majoritárias selecionadas (1 a 5). A eficiência dessas extrações 

também demonstrou a influência da utilização de solventes polares isolados (EtOH) e de 

mistura hidroalcoólica (EtOH:H2O 8:2, v/v) na extração de substâncias flavonoídicas de C. 

lineatifolia, demonstrando o perfil da solubilidade das substâncias de interesse em solventes 

polares. O uso de “solventes verdes” está sendo priorizado em análises de rotina do laboratório, 

visando estabelecer as “impressões digitais” cromatográficas de inúmeras amostras de plantas. 

Tal enfoque é particularmente útil para análise de plantas medicinais devido ao programa criado 

pelo Ministério da Saúde para viabilizar o uso de fitoterápicos pelo Sistema Único de Saúde 

(SUS) (BRASIL, 2009; FUNARI et al., 2014) e atender aos regulamentos da ANVISA para o 

uso seguro de fitoterápicos. Portanto, para fins práticos e sustentáveis, o sistema por refluxo 

utilizando-se etanol como solvente foi selecionado para as etapas de desenvolvimento e 

validação do método analítico para quantificação dos marcadores, bem como para os testes in 

vivo e in vitro. 
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CAPÍTULO 4: DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO 

ANALÍTICO PARA QUANTIFICAÇÃO DE MARCADORES 

QUÍMICOS NO EXTRATO 

 

4.1 Introdução 

 

O desenvolvimento de método analítico faz-se necessário para contribuir com a padronização 

químico-biológica do extrato de C. lineatifolia, bem como identificar os marcadores químicos 

da espécie. 

 

O mapeamento completo da constituição metabólica de uma espécie exige, necessariamente, o 

uso de instrumentos e de técnicas analíticas avançadas de alto desempenho, isto porque, em 

plantas, geralmente se obtém uma mistura complexa de substâncias por extração com solventes. 

O acoplamento de uma técnica que leve à separação dos constituintes de uma amostra com uma 

ou mais técnicas espectroscópicas que tragam informações sobre a estrutura destes constituintes 

é frequentemente utilizado para o estabelecimento dos perfis metabólicos de amostras. Dentre 

as técnicas de separação mencionadas, a cromatografia líquida de alta e ultra eficiência, CLAE 

e CLUE, respectivamente, associadas ao detector de UV e de arranjo de diodos (DAD) são as 

mais utilizadas em estudos metabolômicos por serem adequadamente compatíveis com grande 

número de analitos. Além disso, CLAE e CLUE são instrumentos de fácil manuseio, podem ser 

totalmente automatizados e exibem boa resolução, reprodutibilidade e seletividade (CORDEL 

e SHIN, 1999; TISTAERT, DEJAEGHER e HEYDEN, 2011; ZHONG, LI e JIANG, 2009; 

FUNARI et al., 2013). 

 

Nos últimos anos, a utilização de CLUE nas análises de extratos vegetais tem sido relatada 

como sendo uma técnica que trouxe novas possibilidades em cromatografia líquida, 

especialmente em relação à diminuição do tempo e consumo de solventes (NOVÁKOVÁ et al., 

2010). Basicamente, a técnica combina a utilização de colunas com partículas de diâmetro 

menor do que 2 mm e instrumentação que permite operar com altas pressões da fase móvel 

(6.000 – 15.000 psi), o que possibilita diminuição significativa do tempo de análise em 

comparação com a CLAE convencional. Esta é uma importante vantagem na análise de extratos 
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vegetais complexos em medicamentos fitoterápicos ou em programas de triagem para busca de 

substâncias bioativas em extratos vegetais (YARIWAKE, PEREIRA e MCCULLAGH, 2006). 

 

Assim, considerando as vantagens da técnica, a partir das condições cromatográficas 

inicialmente estabelecidas para obtenção do perfil exploratório de extratos de C. lineatifolia, 

foram realizadas modificações visando à transferência do método para uma condição por 

CLUE, para promover a separação adequada dos flavonoides presentes com menor tempo de 

análise e consumo de solventes. 

 

4.2 Materiais e métodos 

 

4.2.1 Desenvolvimento de método analítico  

 

Para o desenvolvimento do método analítico, foi utilizado o extrato etanólico obtido por 

extração contínua em sistema de refluxo (EtOH R), o qual se mostrou otimizado em relação às 

substâncias majoritárias flavonoídicas identificadas por CLAE e CLUE. 

 

As modificações realizadas a partir da condição inicial estabelecida na obtenção do perfil 

exploratório de extrato de C. lineatifolia visaram à transferência do método para uma condição 

por CLUE, com a utilização da calculadora de Colunas Waters® ACQUITY UPLC, conforme 

descrito no item 3.2.4. 

 

A partir da condição A (TABELA 6) foram realizadas as modificações necessárias para 

separação dos picos de interesse e otimização do método de análise. Os parâmetros avaliados 

para o desenvolvimento do método incluíram o preparo da solução amostra, o modificador 

orgânico, temperatura do forno, fluxo, inclinação do gradiente e tempo de análise. As condições 

avaliadas estão sumarizadas na Tabela 6. Em todas as condições avaliadas, o volume de injeção 

foi de 2,0 μL, com utilização de pré-coluna VanGuard™ C18 (2,1 x 5 mm d.i., 1,7 μm) 

(Waters), coluna Acquity UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i., 1,7 μm). As leituras foram 

realizadas em comprimento de onda de 335 nm, sendo os cromatogramas registrados em uma 

faixa espectral de 200 a 600 nm. 

 

Para as condições experimentais, as soluções dos extratos foram preparadas em metanol grau 

CLAE (conforme descrito no item 3.2.4).  
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O cálculo do volume morto foi determinado teoricamente, por meio da fórmula: 

V0 = ( π x r2 x C) (0,5) 

Onde: r = raio interno da coluna, em mm; C = comprimento da coluna, em mm. 

 

TABELA 6 – Condições cromatográficas (A-P) por CLUE para o desenvolvimento do método analítico para 

quantificação das substâncias de interesse em extrato etanólico de C. lineatifolia. 

 

t 

(min) 

 

ELUENTE % 

 

T  

(°C) 

 

FLUXO 

(mL/min) 

 

t (min) 

 

ELUENTE % 

 

T 

(°C) 

 

FLUXO 

(mL/min) A B C A B C 

Condição experimental A Condição experimental B 

0 95 - 5  

40 

 

0,3 

0 95 - 5   

48 60 - 40 18 82 - 18 40 0,3 

56 95 - 5 22 95 - 5   

Condição experimental C Condição experimental D 

0 95 - 5  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

0 98 - 2  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

1 92 - 8 2 85 - 15 

22 78 - 22 5 85 - 15 

25 5 - 95 18 5 - 95 

27 5 - 95 18,1 5 - 95 

30 95 - 5 20 98 - 2 

      25 98 - 2 

Condição experimental E Condição experimental F 

0 98 - 2  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

0 98 - 2  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

 6,5 85 - 15 1 92 - 8 

16,5 85 - 15 10 85 - 15 

17 5 - 95 20 85 - 15 

19 5 - 95 20,5 5 - 95 

20 98 - 2 22 5 - 95 

25 98 - 2 25 98 - 2 

      30 98 - 2   

Condição experimental G  Condição experimental H 

0 98 2 -  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

0 95 - 5  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

6,5 85 15 - 5 85 - 15 

16,5 85 15 - 13 80 - 20 

17 5 95 - 13,1 5 - 95 

19 5 95 - 15 5 - 95 

20 98 2 - 17 95 - 5 

25 98 2 - 20 95 - 5 
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Condição experimental I Condição experimental J 

0 95 - 5  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

0 85 - 15  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

1 85 - 15 10 79 - 21 

10 79 - 21 10,1 5 - 95 

10,1 5 - 95 12 5 - 95 

12 5 - 95 13 95 - 5 

13 95 - 5 15 95 - 5 

15 95 - 5       

Condição experimental K  Condição experimental L 

0 85 - 15  

 

 

40 

 

 

 

0,3 

0 85 - 15  

 

 

40 

 

 

 

0,27 

9 80 - 20 9 80 - 20 

9,1 5 - 95 9,1 5 - 95 

11 5 - 95 11 5 - 95 

12 85 - 15 12 85 - 15 

15 85 - 15 15 85 - 15 

Condição experimental M Condição experimental N 

0 85 - 15  

 

 

40 

 

 

 

0,33 

0 85 - 15  

 

 

45 

 

 

 

0,3 

9 80 - 20 9 80 - 20 

9,1 5 - 95 9,1 5 - 95 

11 5 - 95 11 5 - 95 

12 85 - 15 12 85 - 15 

15 85 - 15 15 85 - 15 

Condição experimental O Condição experimental P 

0 85 - 15  

 

 

35 

 

 

 

0,3 

0 85 - 15  

 

 

45 

 

 

 

0,27 

9 80 - 20 9 80 - 20 

9,1 5 - 95 9,1 5 - 95 

11 5 - 95 11 5 - 95 

12 85 - 15 12 85 - 15 

15 85 - 15 15 85 - 15 

Legenda: CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência; t = tempo; min = minutos; Eluentes A = água + 0,1% 

de CH2O2; B = metanol + 0,1% de CH2O2; C = acetonitrila; T = temperatura. 
 

A condição cromatográfica selecionada dentro da avaliação dos parâmetros propostos para o 

extrato enriquecido em fenólicos (EtOH R) foi a condição experimental K.  

 

4.3 Resultados e discussão 

 

A análise preliminar dos extratos de C. lineatifolia por CLAE em uma condição cromatográfica 

exploratória, conforme discutido no item 3.3.1, permitiu uma avaliação qualitativa de sua 
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composição química. No entanto, verificou-se a necessidade de reduzir o tempo da corrida 

cromatográfica, melhorar a separação e resolução entre os picos das substâncias presentes, a 

fim de possibilitar uma análise mais detalhada da composição química dos extratos, assim como 

permitir uma análise quantitativa dos marcadores selecionados. 

 

Como já discutido no item 3.3.1, para se estabelecer uma condição inicial em CLUE, foi 

utilizada a Calculadora de Colunas Waters® ACQUITY UPLC, uma ferramenta que realiza de 

forma automatizada os cálculos de escala necessários para converter métodos que empregam 

CLAE isocráticos ou por gradiente em métodos por CLUE. Assim, a partir dos dados referentes 

à condição cromatográfica exploratória por CLAE inicialmente avaliada (TABELA 3, item 

3.2.3), a ferramenta forneceu a condição por CLUE que seria equivalente, a qual foi 

denominada condição A (TABELA 6, item 4.2.1). Para o desenvolvimento do método 

analítico, tendo em vista os perfis cromatográficos obtidos em CLUE-UV/DAD, bem como 

seus espectros no UV, apenas as substâncias 3, 4 e 5 foram selecionadas. Numa varredura 

inicial, observou-se uma melhora significativa na resolução do cromatograma quando a leitura 

foi realizada em comprimento de onda de 335 nm, por ser este mais seletivo para os flavonoides. 

Matos et al. (2016) demonstram que as respostas analíticas de flavonoides em extratos não 

sofrem variações ou interferências significativas quando os comprimentos de onda são 

próximos.  

 

Na condição A, observou-se que as substâncias de interesse foram todas eluídas no tempo de, 

aproximadamente, 18 minutos de análise. Assim, objetivando-se a redução do tempo de análise, 

mantendo-se a inclinação do gradiente em 0,7% min-1, foi proposta a condição B, em um menor 

tempo de análise (22 minutos). À sequência, na condição C, aumentou-se a inclinação do 

gradiente para 3% min-1 no primeiro minuto, com o intuito de os picos de interesse eluírem em 

menor tempo de retenção. Em seguida (tempo 1 a 22 minutos), retornou-se à inclinação do 

gradiente para 0,7% min-1. Com o objetivo de eliminar os picos apolares que não eram de 

interesse, no tempo de 22 a 25 minutos, aumentou-se a força da fase móvel, mantendo-se uma 

condição isocrática por 3 minutos. Observa-se, também, que na condição C, os picos de 

interesse apresentaram boa separação, comparados aos perfis obtidos nas condições A e B 

(FIGURA 18), com resoluções de 5,18; 2,75 e 2,03. Segundo o guia FDA-Validation of 

Chromatographic Methods (CDER, 1994), uma boa resolução é aquela que se encontra em 

valores superiores a 2,0. Ainda, segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 
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2019), em matrizes complexas como extratos, resoluções superiores a 1,5 são consideradas 

aceitáveis. 

 

FIGURA 18 – Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanólico de Campomanesia 

lineatifolia, nas condições cromatográficas A, B e C. 

 

 

Legenda: CLUE-UV/DAD = cromatografia líquida de ultra eficiência-ultravioleta/arranjo diodo. 

Nota: condições cromatográficas: vide item 4.2.1, Tabela 6. 

 

Conforme análise das condições experimentais A, B e C, observou-se que, a proporção de 15% 

de ACN foi um percentual eficiente para a eluição dos picos de interesse. Assim, foi proposta 

a condição D, mantendo-se uma condição isocrática nesta proporção de ACN para eluição, no 

tempo de 2 a 5 minutos. Ainda nesta condição, também foi proposta a utilização de gradiente 

inicial de menor força, como estratégia útil para promover melhor interação dos componentes 

do extrato com a coluna e promover uma melhor separação entre os picos (SNYDER et al., 

1997; NOVÁKOVÁ et al., 2010). Para esta condição, a Figura 19 demonstra que houve uma 
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alteração da linha de base quando se reduziu a força inicial da fase móvel. Para contornar este 

problema, na condição E foi mantida a proporção de ACN, mas com maior tempo inicial nesta 

condição (tempo 0 a 6,5 minutos, 2% ACN), o que melhorou a linha de base, mas a separação 

entre os picos permaneceu praticamente inalterada. Na condição F, a fase móvel inicial foi 

composta de um gradiente também mais fraco, porém com um aumento mais gradativo (0-1 

min: 2% ACN; 1-10 min: 8% ACN). A mesma condição isocrática de 15% de ACN foi mantida 

(10-20 min). Ainda nesta condição, é importante ressaltar que a solução para injeção foi 

preparada em mistura de MeOH:H2O (60:40, v/v) objetivando-se avaliar o perfil de 

solubilização da amostra a ser injetada. Como pode ser visto na Figura 19, não houve alterações 

significativas na separação dos picos, mas observou-se um aumento nos tempos de retenção 

dos 3 picos analisados.  

 

Em condições exploratórias no desenvolvimento de um método cromatográfico é usual 

empregar acetonitrila como modificador orgânico, pelo fato deste, em geral, apresentar maior 

versatilidade e menor viscosidade que os demais solventes comumente empregados em 

cromatografia líquida. A determinação do modificador orgânico é um dos fatores mais 

importantes para o desenvolvimento de um método cromatográfico, já que o perfil 

cromatográfico é altamente influenciado pela seletividade do solvente (SNYDER et al., 1997; 

SNYDER et al. 2010). Com a proposta de se modificar o solvente orgânico inicial (condição 

G), a mesma condição E foi repetida, alterando-se o modificador orgânico de ACN para 

metanol. Essa substituição não se demonstrou eficaz, tendo em vista que todos os picos foram 

eluídos juntos. De acordo com o resultado então obtido, decidiu-se continuar utilizando 

acetonitrila como modificador orgânico. 
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FIGURA 19 – Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanólico de Campomanesia 

lineatifolia, nas condições cromatográficas D, E, F e G. 

 

 

 

Legenda: CLUE-UV/DAD = cromatografia líquida de ultra eficiência-ultravioleta/arranjo diodo. 

Condições cromatográficas: vide item 4.2.1, Tabela 6. 
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Ainda seguindo a observação de que os picos de interesse eluem em proporção de 15% de ACN, 

foram propostas as condições H e I, com menor quantidade de modificador orgânico, ACN a 

5% e redução do tempo do primeiro eluente, 5 e 1 minutos, respectivamente, na tentativa de se 

reduzirem também os tempos de retenção dos picos, mas mantendo a inclinação do gradiente 

próxima de 0,7% min-1. Conforme demonstra a Figura 20, os picos eluíram em menores tempos 

de retenção, com boa resolução dos picos (3,19; 2,11 e 2,24) na condição I, mantendo-se a fase 

móvel em 95:5 por curto período de tempo. Diante do resultado obtido, observou-se que a fase 

móvel inicial não exerceu interferência significativa na eluição dos picos de interesse. Assim, 

para a condição J, novamente se iniciou a corrida cromatográfica com fase móvel a 15% de 

ACN. Nesta condição, todos os picos de interesse eluíram até 8 minutos, mantendo boa 

resolução entre eles (2,89; 2,51 e 2,14). Na proposta, então, de nova condição K, a inclinação 

do gradiente foi mantida próxima a 0,7% min-1 até 9 minutos, com resoluções de pico 3,35; 2,14 

e 2,28. 

 

FIGURA 20 – Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanólico de Campomanesia 

lineatifolia, nas condições cromatográficas H, I, J e K. 
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Continuação FIGURA 20 

 

 

Legenda: CLUE-UV/DAD = cromatografia líquida de ultra eficiência-ultravioleta/arranjo diodo. 

Nota: condições cromatográficas: vide item 4.2.1, Tabela 6. 

 

Nas condições seguintes (L, M, N, O e P), foram propostas modificações relacionadas às 

variações de temperatura do forno (35 °C e 45 °C) e fluxo de injeção do solvente (0,27 mL/min 

e 0,33 mL/min), individuais e em combinação.   

 

O controle da temperatura da coluna em cromatografia líquida passou a ocorrer principalmente 

após o desenvolvimento das fases reversas (inicialmente C-18 e C-8), uma vez que o 

mecanismo predominante neste tipo de separação é a partição, que depende da solubilidade 

relativa do analito entre duas fases e esta depende da temperatura.  Assim, maior atenção passou 

a ser dada a este parâmetro de forma a se obter melhor reprodução dos tempos de retenção. Em 

geral, o aumento da temperatura da coluna auxilia na transferência do analito da fase 

estacionária para a fase móvel, diminuindo significativamente o tempo de análise e aumentando 

a eficiência das colunas e a sensibilidade da detecção pelo estreitamento das bandas 

cromatográficas (LANÇAS, 2009). Com relação ao fluxo de injeção, a redução pode promover 

aumento da interação dos analitos com a fase estacionária e, por isso, melhorar a separação 

entre os picos, porém as alterações devem ser cuidadosas visto que fluxos muitos baixos geram 

alargamento dos picos, o que pode causar um efeito contrário na resolução. Já quando se 
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aumenta a velocidade linear média da fase móvel, pode-se observar uma redução significativa 

no tempo de eluição dos analitos, mas, ao mesmo tempo, pode haver sobreposição de picos que 

apresentem semelhança química estrutural. Apesar das vantagens descritas, as novas condições 

propostas não representaram diferenças significativas em comparação com a condição K.  

 

Definida a condição experimental mais eficiente (condição K), nos parâmetros avaliados em 

função da separação, assimetria e resolução dos picos, modificador orgânico e tempo de análise, 

foi proposta a avaliação do preparo da solução a ser injetada, utilizando-se a mesma proporção 

da condição da fase móvel inicial, ou seja, H2O:ACN (85:15, v/v). Em análises por CLUE, é 

importante considerar a compatibilidade da solução empregada para a solubilização final das 

amostras com a fase móvel.  A fim de se evitar alargamentos ou distorções dos picos, o solvente 

de diluição deve ser miscível com a fase móvel (SNYDER et al., 2010). Observou-se que, o 

preparo da solução de extrato EtOH R em mistura de solventes correspondente à fase móvel 

inicial empregada no sistema de eluição, não alterou o perfil quantitativo e os tempos de 

retenção das substâncias flavonoídicas majoritárias de interesse, comparado com o preparo da 

mesma solução de extrato EtOH R em metanol. 

 

4.4 Conclusões 

 

A condição experimental final foi definida pela condição K, com preparo da solução a ser 

injetada utilizando-se a mistura de solventes H2O:ACN (85:15, v/v). Esta condição será aquela 

utilizada para a validação do método analítico cromatográfico, bem como para a quantificação 

dos marcadores flavonoídicos selecionados. 
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CAPÍTULO 5: ISOLAMENTO, IDENTIFICAÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS NO 

EXTRATO 

 

5.1 Introdução 

 

Diversas espécies do gênero Campomanesia sp. foram estudadas quanto a sua caracterização 

química e atividades farmacológicas, tendo em vista a variedade dos metabólitos secundários 

presentes.  

 

Estudos prévios têm descrito uma grande variedade de substâncias fenólicas, dentre eles 

flavonoides, estilbenos e taninos, saponinas, monoterpenos e sesquiterpenos. No entanto, 

poucos estudos reportaram o perfil fitoquímico de C. lineatifolia (TABELA 2, item 2.3). Neste 

cenário, destaca-se a importância de se realizar o isolamento e identificação dos constituintes 

de C. lineatifolia, para a seleção de possíveis marcadores químicos para o desenvolvimento de 

um método analítico para a quantificação destes marcadores e a padronização do extrato em 

relação à atividade antiúlcera gástrica. 

 

Além dos métodos tradicionais cromatográficos, i.e., cromatografia em camada delgada (CCD), 

CLAE e CLUE, a técnica de cromatografia em contracorrente torna-se uma ferramenta 

importante nos processos de fracionamento e purificação de padrões químicos de produtos 

naturais (LEITE et al., 2005; LEITÃO et al., 2012 apud LEITÃO et al., 2017; FRIESEN et al., 

2015). Esta técnica de cromatografia líquido-líquido é ideal para a separação de agliconas e 

glicosídeos flavonoídicos, presentes em C. lineatifolia, tendo em vista que os problemas de 

adsorção irreversível e rastro (encontrados com os adsorventes comumente usados) estão 

ausentes, além de ser possível a recuperação quantitativa de amostras (MARSTON & 

HOSTETTMANN, 1994). 

 

Os objetivos deste capítulo foram descrever o isolamento e caracterização das substâncias 

majoritárias do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia, utilizando-se métodos 

cromatográficos, como cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC); CLAE; 

CLUE; CCD e métodos espectroscópicos (UV-VIS, RMN, Espectrometria de Massas - EM). 
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5.2 Materiais e métodos 

 

Os estudos de isolamento e purificação em HSCCC foram realizados sob supervisão do Prof. 

Dr. Fabio Boylan, Trinity College Dublin, Irlanda, no Trinity Biomedical Science Institute. 

 

5.2.1 Material vegetal e obtenção do extrato bruto 

 

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de 

2017, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte – MG (GPS 19° 52’ 9.87’’ S; 43° 58’ 12.04’’ W). O material vegetal foi identificado 

pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbário da Universidade Federal de 

Minas Gerais, sob o número BHCB 150606.  O registro no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o 

código A216C7C. 

 

Após a coleta, as folhas de C. lineatifolia foram submetidas à secagem em estufa com circulação 

de ar e temperatura de 40 °C, por 72 horas. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em 

moinho de facas. Porções do material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foram 

submetidas aos métodos extrativos por maceração em banho de ultrassom (EtOH US, item 

3.2.2.1) e sob refluxo (EtOH R, item 3.2.2.2) e analisadas posteriormente.  

 

5.2.2 Fracionamento do extrato bruto por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila: 

Metanol: Água 

 

4,0 g do extrato EtOH R foram solubilizados com auxílio de banho de ultrassom (Bransonic® 

Ultrasonic Cleaner 3510E-DTH), durante 5 minutos, em 50 mL da mistura de solventes (Fisher 

Scientific®) Hexano: Acetato de etila: Metanol: Água (HAMAg), na proporção de 1:1:1:1, v/v. 

Em seguida, as duas fases obtidas, fase orgânica ou superior (FS) e fase aquosa ou inferior (FI), 

foram separadas, secas em rotaevaporador (IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e 

bomba Fischer Scientific®) em temperatura de 50 °C, pressão de 100 mBar e analisadas 

posteriormente em CCD e CLAE. 

 

 

https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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5.2.3 Extração por infusão e partição líquido-líquido 

 

Dois litros de água ultrapura fervente foram vertidos em 250g da droga vegetal, e a solução 

submetida a banho de ultrassom, durante 20 minutos, para solubilização. Em seguida, foram 

realizadas duas filtrações consecutivas, utilizando-se algodão e papel de filtro, respectivamente, 

obtendo-se um volume final de 1 litro do chá, o qual foi submetido a uma partição líquido-

líquido, utilizando-se o solvente acetato de etila. Nesta última extração, 100 mL de acetato de 

etila foram adicionados aos 1000 mL do chá num funil de separação e suas respectivas frações, 

acetato de etila e aquosa, coletadas separadamente. Esta etapa foi repetida 9 vezes, totalizando 

um volume de 1000 mL de acetato de etila. Posteriormente, a fração acetato de etila foi seca 

em rotaevaporador (IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e bomba Fischer 

Scientific®) em temperatura de 50°C, pressão de 100 mBar e analisada posteriormente em CCD 

e HSCCC. 

 

5.2.4 Cromatografia em camada delgada 

 

O extrato etanólico otimizado EtOH R, suas frações polares e apolares obtidas a partir do 

sistema bifásico HAMAg, as frações resultantes da HSCCC e cromatografia por exclusão 

molecular, o chá e sua fração acetato de etila, foram submetidas à CCD utilizando-se placas de 

alumínio 20x20 (Sigma-Aldrich), eluídas em câmara de fluxo laminar vertical fechada. Após a 

eluição, aguardou-se a evaporação total dos solventes e as placas foram visualizadas em luz UV 

nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm. Em seguida, as placas foram reveladas com 

reagente fluorogênico, ácido sulfúrico a 10% e aquecidas a 200°C para visualização das bandas. 

Os estudos para triagem de fenólicos e terpenos foram realizados segundo método proposto por 

Wagner e Bladt (2001). 

 

A escolha do sistema de eluição (fase móvel) para as placas de CCD foi previamente avaliada, 

utilizando-se diferentes misturas de solventes: (i) Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido 

acético: Água (100:11:11:26, v/v); (ii) Acetato de etila: Piridina: Água: Metanol (80:20:10:5, 

v/v); (iii) Tolueno: Piridina: Ácido fórmico (36:9:5, v/v); (iv) Clorofórmio: Metanol: Água 

(65:35:10, v/v); (v) Butanol: Ácido acético: Água (3:1:1, v/v); (vi) Clorofórmio: Ácido acético: 

Água (30:15:2, v/v) e (vii) Metanol: Ácido acético: Água (18:1:1, v/v). Adicionalmente, 

também foram testados sistemas mais apolares: (a) Hexano: Etanol (1:1, v/v), (b) Acetato de 
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etila e (c) Clorofórmio: Metanol: Água (9:1:1, v/v). Nesta análise preliminar, 5,0 mg do extrato 

EtOH R foram solubilizados em metanol e plotados ponto-a-ponto em placas de CCD. 

 

5.2.5 Cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC) 

 

O equipamento de HSCCC utilizado foi o Quattro HT-Prep (AECS-Bridgend, United 

Kingdom) equipado com duas bobinas contendo dois espirais em multicamadas de 

politetrafluoroetileno, acoplados a uma bomba ECP2000 (ECOM) e um degaseificador Waters 

In-line Degasser AF. Para a análise, utilizou-se o sistema de solventes HAMAg, em eluição 

isocrática, em fase normal (cauda-cabeça). As amostras submetidas à separação por HSCCC 

foram: fração apolar e polar (obtidas a partir do extrato EtOH R) e fração acetato de etila obtida 

do chá. 

 

Para a separação da fração apolar (FS), preparou-se 1000 mL do sistema bifásico, utilizando-se 

o sistema de solventes HAMAg 4:1:4:1, v/v, em um funil de separação. Agitou-se e aguardou-

se a separação das duas fases. As fases foram recolhidas em frascos individuais e degaseificados 

em banho de ultrassom (Bransonic® Ultrasonic Cleaner 3510E-DTH), durante 5 minutos. A 

fase inferior obtida do preparo dos solventes foi utilizada como fase estacionária e a fase 

superior, utilizada como fase móvel, na HSCCC. 

 

A coluna da HSCCC (136 mL) foi preenchida primeiramente com a fase estacionária, 

totalizando um volume de 150 mL, em um fluxo de 7,0 mL/min. Em seguida, a rotação foi 

ligada e, após 5 minutos, ao atingir uma rotação de 865 rpm, a fase móvel foi bombeada, sob 

fluxo de 2,0 mL/min, até que fosse observado o equilíbrio entre as fases do sistema, i.e., mesmo 

volume de fase estacionária e móvel coletado. 

 

Para o preparo da amostra a ser injetada, 1,0 g da fração apolar (FS) foi solubilizada em 24 mL 

de solventes HAMAg 4:1:4:1, v/v e a fase superior obtida injetada ao sistema, depois de 

atingido o estado de equilíbrio entre as fases móvel e estacionária (Vestacionária = 136 mL, Vmóvel 

= 25 mL e Eficiência de retenção = 81,6%), sob fluxo de 2,0 mL/min. Foram coletados 

manualmente um total de 80 tubos, contendo 4mL/cada. As primeiras 50 frações foram 

coletados sob rotação (sem extrusão) do sistema e fluxo contendo a fase móvel. As últimas 30 

frações foram coletadas com a rotação do sistema desligada e sob fluxo contendo a fase 
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estacionária. As 80 frações coletadas foram posteriormente analisados em CCD e agrupadas 

conforme similaridade de seus tempos de retenção e padrão de eluição. O tempo de separação 

foi de 160 min. 

 

Para a separação da fração polar (FI), foi preparado 1000 mL do sistema bifásico, utilizando-se 

o sistema de solventes HAMAg 1:4:1:4, v/v, em um funil de separação. Da mesma forma, 1,0 

g da FS foi solubilizada em 24 mL de solventes HAMAg 1:4:1:4, v/v e a fase superior obtida 

injetada ao sistema, depois de atingido o estado de equilíbrio entre as fases móvel e estacionária 

(Vestacionária = 136 mL, Vmóvel = 25 mL e Eficiência de retenção = 81,6%), sob fluxo de 2,0 

mL/min. As fases subsequentes foram realizadas de maneira idêntica ao descrito anteriormente 

para a FS. 

 

Para a separação da fração acetato de etila obtida a partir da partição líquido-líquido do chá da 

droga vegetal, todas as etapas foram executadas identicamente àquela da separação da fração 

polar (FI). 

 

5.2.6 Otimização da Cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC) para a 

fração polar 

 

As separações por HSCCC em condições otimizadas foram realizadas segundo metodologia 

adaptada de Kamto et al. (2017).  

 

Os sistemas de solventes utilizados foram, nessa ordem: (i) Hexano-Etanol-Água (4:2:2), em 

fase reversa cabeça-cauda e sistema de eluição isocrático; (ii) Acetato de etila-Água (1:1), em 

fase reversa cabeça-cauda e sistema de eluição isocrático, e (iii) Acetato de etila- n-Butanol-

Água (sistema gradiente, com diferentes concentrações) em fase normal cauda-cabeça. Cada 

mistura de solvente foi completamente equilibrada em um funil de separação, à temperatura 

ambiente. As duas fases resultantes foram separadas pouco antes do uso e degaseificadas por 

sonicação por 15 minutos. Em cada operação de separação, a coluna da bobina foi totalmente 

preenchida com a fase estacionária do sistema de solvente selecionado. A rotação da coluna foi 

ligada e, após alcançar o equilíbrio hidrodinâmico, a fase móvel foi bombeada para a coluna, 

na taxa de fluxo apropriada. As frações foram coletadas, analisadas por CCD e agrupadas de 

acordo com suas similaridades. 
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A massa de 1,9323 g da fração polar (FI), obtida conforme descrito no item 5.2.2, foi 

solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases móvel e estacionária do sistema de solventes Hexano-

Etanol-Água (4:2:2) e, em seguida, injetada na coluna (previamente equilibrada com as fases 

estacionária e móvel da mistura de solventes, com Vestacionária = 136 mL, Vmóvel = 34 mL e 

Eficiência de retenção = 75%). A fase orgânica foi usada como fase estacionária, enquanto a 

fase aquosa foi usada como fase móvel, em modo de eluição cabeça-cauda (fase reversa), em 

um fluxo de 4mL/min. As 30 frações coletadas (12 mL/cada) foram submetidas a CCD e 

agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as frações A (0,4 mg, 21 min), B (1,481 g, 33 

min), C (25,2 mg, 45 min), D (8,9 mg, 57 min) e E (8,6 mg, 90 min). O tempo de separação foi 

de 90 minutos. A fração B foi submetida à nova separação (descrita a seguir) em sistema de 

eluição isocrático e as frações C e D foram plotadas em CCD preparativa. 

 

A fração B (1,481 g) foi solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases móvel e estacionária do 

sistema de solventes Acetato de etila-Água (1:1) e, em seguida, injetada na coluna (previamente 

equilibrada com as fases estacionária e móvel da mistura de solventes, com Vestacionária = 136 

mL, Vmóvel = 40 mL e Eficiência de retenção = 70,6%). A fase orgânica foi usada como fase 

estacionária, enquanto a fase aquosa foi usada como fase móvel, em modo de eluição cabeça-

cauda (fase reversa), em um fluxo de 4mL/min. As 20 frações coletadas (12 mL/cada) foram 

submetidas a CCD e agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as frações B1 (975,4 mg, 36 

min), B2 (79,5 mg, 42 min) e B3 (35,1 mg, 60 min). O tempo de separação foi de 60 minutos. 

A fração B1 foi submetida à nova separação (descrita a seguir) em sistema de eluição em 

gradiente e as frações B2 e B3 foram purificadas em coluna de Sephadex LH-20 (Sigma-

Aldrich). 

 

A fração B1 (975,4 mg) foi solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases móvel e estacionária do 

sistema de solventes Acetato de etila- n-Butanol-Água (9,5:0,5:10) e, em seguida, injetada na 

coluna (previamente equilibrada com as fases estacionária e móvel da mistura de solventes, 

com Vestacionária = 136 mL, Vmóvel = 40 mL e Eficiência de retenção = 70,6%). A fase aquosa foi 

usada como fase estacionária, enquanto a fase orgânica foi usada como fase móvel, em modo 

de eluição cauda-cabeça (fase normal), em um fluxo de 2mL/min. A cada 10 frações coletadas 

(4 mL/cada), a bomba foi parada e a fase móvel modificada, em sistema de eluição gradiente 

em mais 9 etapas, nas seguintes proporções: Acetato de etila- n-Butanol-Água (9:1:10); 

(8,5:1,5:10); (8:2:10); (7,5:2,5:10); (7:3:10); (6,5:3,5:10); (6:4:10); (5,5:4,5:10) e (5:5:10). 



110 

 

 

 

Após tempo de separação de 200 minutos, as 100 frações obtidas foram submetidas a CCD e 

agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as frações B1a (0,7 mg, 18 min), B1b (1,0 mg, 

56 min), B1c (5,2 mg, 64 min), B1d (8,8 mg, 68 min), B1e (130,7 mg, 76 min), B1f (10,9 mg, 

80 min), B1g (10,5 mg, 104 min), B1h (11,8 mg, 128 min) e B1i (84,1 mg, 200 min). As frações 

B1f, B1g, B1h e B1i foram plotadas em CCD preparativa. 

 

5.2.7 Cromatografia por exclusão molecular 

 

Uma coluna QUICKfit 24/29 de 500mL, preenchida por Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich), 

eluída com metanol (Fisher Scientific) numa velocidade média de 0,5mL/min, foi utilizada para 

a completa purificação de amostras selecionadas que foram obtidas por HSCCC. Cada fração 

foi submetida a uma passagem pela coluna de Sephadex LH-20 e, para cada análise por exclusão 

molecular, foram coletados 50 tubos contendo, aproximadamente, 10mL/cada, os quais foram 

posteriormente evaporados e analisados por CCD. 

 

5.2.8 Cromatografia em camada delgada preparativa 

 

Para a realização da CCD em camada preparativa, foram utilizadas placas de sílica gel 50 de 

20x20cm (UNIPLATE, Analtech). Para eluição das placas preparativas, foram utilizados os 

sistemas de solventes Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v) 

para as frações polares e Clorofórmio: Metanol: Água (9:1:1, v/v) para as frações apolares. 

 

As placas foram eluídas numa câmara de fluxo laminar vertical fechada e visualizadas à luz UV 

( 254 e 365 nm), para demarcação e raspagem da sílica das bandas de eluição. Cada banda de 

interesse obtida pela raspagem sílica da placa de CCD foi agitada em metanol (para as amostras 

polares) ou clorofórmio (para as amostras apolares) por 1h para solubilização da substância, em 

seguida filtrada em papel de filtro circular de 55 mm (Whatman), seca em rotaevaporador 

(IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e bomba Fischer Scientific®) em temperatura 

de 50°C, pressão de 100 mBar e analisada por CCD. 
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 5.2.9 Análises por CLAE do extrato bruto e frações polar e apolar do sistema HAMAg 

 

As análises por CLAE foram realizadas em equipamento Waters® 2695 acoplado a um detector 

duplo de absorbância λ 2487 e software Waters 717 plus. A coluna utilizada foi uma Kromasil® 

100-5-C18 (4,6mm de diâmetro interno, 250mm de comprimento e tamanho de partícula 5μm). 

A taxa de fluxo foi de 1 mL/min e volume de injeção de 10μL. Os solventes utilizados como 

fase móvel foram 0,25% de ácido ortofosfórico em água ultrapura (solvente A) e metanol grau 

CLAE (solvente B), num sistema gradiente de: 40% B por 5 minutos, 55% B de 5 a 10 minutos, 

65% B de 10 a 15 minutos, 50% B de 15 a 20 minutos, 40% B de 20 a 25 min e 30% B de 25 a 

30 minutos. A detecção foi realizada usando comprimentos de onda de 254nm, 280nm e 335 

nm. A água ultrapura foi obtida a partir de um sistema de tratamento de água deionizada da 

PureLab Option e o metanol grau CLAE obtido da Sigma-Aldrich®. 

 

Para as análises qualitativas, 5,0 mg do extrato e frações foram solubilizados em 1 mL de 

metanol grau CLAE, obtendo-se uma solução de concentração final de 5mg/mL. 

 

Para as análises quantitativas, foram preparadas soluções com concentrações decrescentes das 

substâncias puras isoladas e do extrato: 5mg/mL; 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,625 mg/mL; 

0,3125 mg/mL; 0,15625 mg/mL e 0,078125 mg/mL. 

 

5.2.10 Análise por RNM das substâncias isoladas 

 

10,0 mg das substâncias polares puras isoladas foram solubilizadas individualmente em 0,75 

mL de dimetilsulfóxido-deuterado (DMSO-D6) e transferidas para tubos de análise para RMN 

5mm (Fisher®). A ressonância magnética nuclear para elucidação da estrutura química das 

substâncias isoladas foi realizada utilizando-se um equipamento Agilent Technologies 400 

NMR. Os espectros do hidrogênio e do carbono foram registrados em um sistema de 

espectrometria de NMR BRUKER TOPSPIN 2.1 (1H-NMR: 400 e 600MHz e 13C-NMR: 

125MHz) usando o padrão Bruker de sequência de pulso. Medidas bidimensionais (H-H COSY, 

HMBC, HMQC) foram obtidas no mesmo instrumento com as sequências de pulso usuais. Os 

picos foram visualizados a partir de software ACD/NMR Processor Academic Edition. Todos 

os espectros foram medidos a 25ºC, em DMSO-D6 utilizando Tetrametilsilano (TMS) como 

padrão interno.  
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A mesma análise foi realizada para as substâncias apolares puras isoladas, mas essas foram 

solubilizadas em clorofórmio-deuterado (CHCl3-D) e seus espectros obtidos por RMN na 

mesma solução. 

 

5.2.11 Análise por CLAE-ESI-Q-TOF-EM 

 

O equipamento CLAE-ESI-Q-TOF-EM da Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA) foi 

utilizado para a análise da composição e as medições de massas precisas. Este equipamento é 

composto por um cromatógrafo CLAE (Série 1200) equipado com uma bomba binária 

(G1312C), um degaseificador (G1322A), um amostrador automático (G1329B), um detector 

de matriz de fotodiodo - DAD (G1315D) e um espectrômetro de massa (G6530B). Antes da 

análise, cada extrato foi dissolvido em metanol a 50% até a concentração de 10 mg / mL e 

filtrado em um filtro de seringa de náilon (0,22 µm de diâmetro de poro) para os frascos do 

amostrador automático. As seguintes condições de cromatografia de CLAE foram utilizadas: 

volume de injeção de 10 µL, a temperatura do termostato de 25 °C, a taxa de fluxo de 0,2 mL / 

min, os comprimentos de onda de detecção de UV de 210, 254, 280, 320 e 365 nm, a operação 

do detector de UV com intervalo de comprimento de onda de 190–600 nm. O sistema de 

solventes foi composto por acetonitrila acidificada em 0,1% de ácido fórmico (solvente B) e 

em 0,1% de ácido fórmico em água (solvente A). Foi aplicado o seguinte gradiente de eluição: 

0 min: 1% de B; 2 min: 10% de B; 6 min: 40% de B; 35-36 min: 95% de B, 37 min: 1% de B. 

O tempo de execução foi estabelecido em 45 min. A coluna cromatográfica Agilent 

Technologies Zorbax Eclipse Plus RP-18 (150 mm x 2,1 mm; dp = 3,5 µm) (Santa Clara, CA, 

EUA) foi usada para a separação dos analitos. 

 

As configurações do espectrômetro de massa (voltagem capilar, temperatura do gás, voltagem 

de fragmentação e energia de colisão) foram primeiro otimizadas para fornecer a resposta mais 

alta possível. Como resultado, as seguintes configurações foram selecionadas: a tensão capilar 

de 3500 V, as temperaturas do gás e do gás da bainha de 350 e 325 °C, o fluxo de gás de 12 

L/min, a tensão do fragmentador de 120 V, as energias de colisão: 10 e 20 V, a voltagem do 

skimmer de 65 V e a pressão do nebulizador de 35 psig. Os espectros foram registrados dentro 

do intervalo m/z de 50–1200 Da em ambos os modos de ionização negativo e positivo. Para 

dois dos picos mais intensos, os espectros de EM-EM foram adquiridos automaticamente. No 

entanto, após a coleta de 2 espectros, os picos dados foram excluídos durante os 0,2 min 
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seguintes da fragmentação para obter mais dados de EM-EM para os sinais menos intensos. O 

software Agilent MassHunter Workstation (versão B.08.00) foi usado para adquirir os espectros 

e analisar os dados. 

 

A identificação dos componentes dos extratos/frações foi realizada graças à análise de seus 

padrões de fragmentação, medição de massa de alta resolução, dados de literatura e bancos de 

dados abertos (Metlin e MassBank). 

 

5.2.12 Ensaios de injeção e coinjeção com padrões  

 

Os padrões de catequina, quercitrina e isoquercitrina (Sigma Aldrich, 98% pureza) foram 

injetados individualmente por CLUE-UV/DAD, preparadas em soluções em metanol grau 

CLAE, na concentração de 1mg/mL, conforme descrito a seguir. Pesou-se 1,0 mg dos padrões 

em microtubos plásticos e adicionou-se 1,0 mL de metanol grau CLAE. A dissolução foi 

realizada com o auxílio de um banho ultrassônico por 20 minutos. Em seguida, as soluções 

foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para vials de 2 

mL. Os perfis cromatográficos obtidos dos padrões foram comparados ao do extrato EtOH R, 

em função dos seus espectros UV e respectivos tempos de retenção. 

 

Após a análise inicial com as SQR, procederam-se aos experimentos de coinjeção por CLUE-

UV/DAD. Foi analisada solução do extrato EtOH R, na concentração de 5 mg/mL (preparada 

conforme descrito no item 3.2.4) fortificada com 100 μL de solução padrão de quercitrina (0,5 

mg/mL).  

 

Para a análise cromatográfica destes ensaios, empregaram-se as condições cromatográficas 

descritas para a condição C (Tabela 6, item 4.2.1). O volume de injeção foi de 2 μL e o extrato 

foi solubilizado em metanol grau CLAE. 
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5.3 Resultados e discussão 

 

5.3.1 Identificação dos marcadores selecionados do extrato etanólico por meio de análises 

cromatográficas, espectroscópicas e ensaios de injeção e coinjeção com padrões 

 

Conforme demonstrado anteriormente, os perfis espectrais em UV das substâncias majoritárias 

do extrato de folhas de C. lineatifolia sugerem a presença de flavonoides e outros componentes 

fenólicos. Não obstante, os resultados obtidos por Barbosa et al. (2009) confirmaram a presença 

de catequina e quercitrina. 

 

Objetivando-se a correlação das substâncias majoritárias identificadas por CLUE (1 a 5) com 

aquelas selecionadas previamente por CLAE (A, B e C) e os espectros obtidos por Barbosa 

(2009) para os extratos etanólicos, os seus respectivos espectros UV obtidos foram comparados. 

A partir da análise dos espectros, obteve-se a correlação das substâncias A e C, com os picos 2 

e 5 e as substâncias identificadas por Barbosa (2009), catequina (A) e quercitrina (C), 

respectivamente. Além disso, foram injetados os padrões autênticos de catequina e quercitrina, 

e seus respectivos tempos de retenção e espectros de absorção UV/VIS foram comparados, 

conforme pode ser verificado na Figura 21.  
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FIGURA 21 – Espectros no UV comparados do extrato etanólico obtido por Barbosa (2009) (A), extratos 

etanólicos obtidos por maceração auxiliada por ultrassom (US) e por sistema contínuo de refluxo (R) de 

Campomanesia lineatifolia, em CLAE (B) e CLUE (C) (270 nm), respectivamente e padrões autênticos de 

catequina e quercitrina, ambos em CLUE (D). 

 

Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbância, CLAE = cromatografia líquida de alta eficiência, CLUE = 

cromatografia líquida de ultra eficiência; EtOH = etanol. Condições cromatográficas em materiais e métodos, item 

3.2.3 e 4.2.1 (Tabela 6, condição C). 

 

A catequina, monômero de tanino condensado (flavan-3-ol, FIGURA 22A), apresenta 

principalmente uma absorção máxima no UV em comprimento de onda entre 270-290 nm 

(FIGURA 22B), tendo em vista os grupos hidroxila em C3’ e C4’ conjugados com o sistema 

aromático (VIHAKAS, 2014). Diante do exposto, pode-se concluir que a substância A / pico 2, 

obtidos por CLAE e CLUE, respectivamente, correspondem à catequina. 

 

FIGURA 22 – Estrutura química da catequina (A) e padrão de absorção no ultravioleta-visível (B).  

 
Fonte: Adaptado de Vihakas, 2014, p. 11. 
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Ainda para a identificação da quercitrina, ensaio de coinjeção do padrão quercitrina, extrato 

EtOH R e quercitrina+EtOH R também foi realizado, demonstrando sobreposição tanto dos 

picos no cromatograma, quanto nos espectros UV (FIGURA 23). 

 

FIGURA 23 – Sobreposição dos cromatogramas (A) e espectros no UV (B) do padrão autêntico de quercitrina, 

extrato EtOH R etanólico e quercitrina + extrato EtOH R de Campomanesia lineatifolia, em CLUE (335 nm). 

 

 

Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbância; CLUE = cromatografia líquida de ultra eficiência; EtOH = etanol; 

R = extração obtida por sistema contínuo de refluxo. Condição cromatográfica em materiais e métodos, 4.2.1 

(Tabela 6, condição K). 
 

A quercitrina (quercetina-3-O-α-L-ramnosídeo), um flavonol, apresenta absorção da Banda I 

característica no UV/VIS próxima de 350 nm, tendo em vista o padrão de substituição no grupo 

3-hidroxil no anel C (O-glicosilação), o que aumenta a densidade eletrônica do cromóforo 

cinamoíla. A absorção da Banda II de flavonóis usualmente ocorre na região de 240-280 nm, 

relacionada à hidroxilação do anel A (posições 5 e 7), que produz um notável deslocamento 

batocrômico do grupo cromóforo benzoíla, mas com efeito menor na Banda I (MABRY, 

MARKHAM e THOMAS, 1970). Diante do exposto, pode-se concluir que a substância C / pico 

5, obtidos por CLAE e CLUE, respectivamente, correspondem à quercitrina. 

 

 

A 

B 
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5.3.2 Isolamento, purificação e identificação das substâncias químicas do extrato EtOH R por 

meio de análises por CCD, HSCCC, CLAE, RMN e CLAE-ESI-Q-TOF-EM 

 

Preliminarmente à execução da HSCCC, foi realizada a triagem fitoquímica do extrato EtOH 

R e também a avaliação de diferentes sistemas de solventes a fim de selecionar aquele que 

demonstrasse melhor eficiência na separação dos constituintes químicos presentes. Essa 

avaliação primária foi realizada em CCD, por ser uma técnica cromatográfica mais versátil, de 

baixo custo, de execução simples e com a possibilidade de se utilizarem diversos sistemas de 

solventes que permitem a otimização da separação dos constituintes químicos de interesse 

(SANTIAGO e STROBEL, 2013). 

 

Para tanto, o extrato EtOH R foi solubilizado em metanol e plotado em placa de CCD. Como 

fase móvel, foram testadas as seguintes misturas de solventes, avaliando-se diferentes 

polaridades: (A) Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v); (B) 

Acetato de etila: Piridina: Água: Metanol (80:20:10:5, v/v); (C) Tolueno: Piridina: Ácido 

fórmico (36:9:5, v/v); (D) Clorofórmio: Metanol: Água (65:35:10, v/v); (E) Butanol: Ácido 

acético: Água (3:1:1, v/v); (F) Clorofórmio: Ácido acético: Água (30:15:2, v/v) e (G) Metanol: 

Ácido acético: Água (18:1:1, v/v). Tendo em vista que o extrato otimizado EtOH R de C. 

lineatifolia é um extrato enriquecido em fenólicos, dentre eles substâncias flavonoídicas, como 

a demonstração prévia (BARBOSA, 2009; MADALOSSO et al., 2011) e de terpenos (OSORIO 

et al., 2006), a escolha desses sistemas foi baseada na polaridade desses constituintes e seus 

respectivos perfis de eluição (WAGNER e BLADT, 2001). 

 

Como pode ser observado na Figura 24, os sistemas A e D foram aqueles que demonstraram 

mais eficiência em separar os constituintes químicos presentes no extrato, considerando a 

resolução e separação das respectivas bandas em CCD, após revelação com reagente 

fluorogênico (ácido sulfúrico). É importante notar que, em A, tem-se um sistema de solventes 

mais polar e, em D, um sistema com característica mais apolar. O sistema A composto por 

Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v) é descrito por Wagner 

e Bladt (2001) como sendo adequado para um sistema de triagem para investigação de 

flavonoides glicosilados em CCD. 

 

 



118 

 

 

 

FIGURA 24 – Análises preliminares em cromatografia em camada delgada, para o extrato etanólico otimizado de 

C. lineatifolia. A – G: diferentes misturas de solventes.  

 
Legenda: (A) Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v); (B) Acetato de etila: 

Piridina: Água: Metanol (80:20:10:5, v/v); (C) Tolueno: Piridina: Ácido fórmico (36:9:5, v/v); (D) Clorofórmio: 

Metanol: Água (65:35:10, v/v); (E) Butanol: Ácido acético: Água (3:1:1, v/v); (F) Clorofórmio: Ácido acético: 

Água (30:15:2, v/v) e (G) Metanol: Ácido acético: Água (18:1:1, v/v). Revelação com ácido sulfúrico 10%. 

 

Na visualização dos constituintes químicos em luz UV em 254 nm, observou-se a presença de 

bandas escuras. Em 365 nm, foi detectada a presença de substâncias fluorescentes de coloração 

amarela, vermelha e azul (FIGURA 25). 

 

FIGURA 25 – Perfil dos constituintes químicos presentes no extrato etanólico otimizado de C. lineatifolia em 

Cromatografia em Camada Delgada, sob luz ultravioleta. 

 
Legenda: (A) Bandas escuras em luz ultravioleta (UV)  254 nm; (B) Bandas fluorescentes em luz UV  365 nm. 

Fase móvel: 1A e 1B = Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v), 2A e 2B = 

Clorofórmio: Metanol: Água (65:35:10, v/v). 
 

No comprimento de onda UV 254 nm, todos os flavonoides apresentam fluorescência de 

extinção (fenômeno de quenching). Em UV 365 nm, dependendo da característica estrutural, 

os flavonoides apresentam-se com fluorescência amarela escura, verde ou azul que é 

 

  

 

A B C 

D E F G 

1 1 2 2 

A B A 
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intensificada e alterada pelo uso de reagentes reveladores. Flavonoides presentes em extratos 

geralmente contêm ácidos carboxílicos fenólicos, os quais formam zonas fluorescentes azuis 

(WAGNER e BLADT, 2001).  

 

Adicionalmente, também foram avaliados sistemas mais apolares de solventes: (a) Hexano: 

Etanol (1:1, v/v), (b) Acetato de etila e (c) Clorofórmio: Metanol: Água (9:1:1, v/v), com o 

objetivo de se determinar uma fase móvel mais eficiente para análise em CCD dos constituintes 

químicos mais apolares presentes no extrato etanólico otimizado. A Figura 26 mostra o perfil 

de eluição desses constituintes. 

 

FIGURA 26 – Análises preliminares em cromatografia em camada delgada, para o extrato etanólico otimizado de 

C. lineatifolia. A – C: diferentes misturas de solventes. 

 
Legenda: Solventes (A) Hexano: Acetato de etila (1:1, v/v); (B) Acetato de etila e (C) Clorofórmio: Metanol: Água 

(9:1:1, v/v). 1A, 1B e 1C: luz UV 254nm; 2A, 2B e 2C: luz UV 365 nm; 3A, 3B e 3C: revelação após aplicação 

de ácido sulfúrico 10%. 

 

Como pode ser observado na Figura 26, o sistema C (Clorofórmio: Metanol: Água 9:1:1, v/v) 

demonstrou-se mais eficiente na separação dos constituintes químicos presentes no extrato, 
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considerando a resolução e separação das respectivas bandas em CCD, melhor visualizada após 

revelação com reagente fluorogênico (ácido sulfúrico).  

 

Em comprimento de onda UV-365 nm, é possível observar a presença de bandas fluorescentes 

de coloração amarela-escura, rosa, lilás e marrom. Quando se utiliza reagente de revelação 

contendo ácido sulfúrico, observa-se a formação de bandas de coloração rosa-violeta, o que 

pode caracterizar a presença de terpenos glicosilados. Ainda, a presença de bandas de coloração 

amarelada pode revelar a presença de chalconas e flavanonas glicosiladas (WAGNER e 

BLADT, 2001). Diversos autores descrevem a presença de chalconas e flavanonas (PAVAN et 

al., 2009; PASCOAL et al., 2014; LIMA E SILVA et al., 2018), e também de terpenos 

(OSÓRIO et al., 2006; COUTINHO et al., 2009) em espécies de Campomanesia. 

 

Após a detecção da presença de flavonoides e terpenos na triagem fitoquímica preliminar do 

extrato, a etapa seguinte foi a realização da HSCCC. Nesse método cromatográfico de 

contracorrente (CCC), o requisito básico para um adequado sistema de solvente é que este seja 

composto por duas fases imiscíveis, ou seja, um sistema de solvente bifásico. A boa separação 

de um analito depende da sua distribuição relativa entre as fases móvel e estacionária do sistema 

cromatográfico. Em linhas gerais, se uma substância é mais solúvel na fase móvel selecionada 

para a CCC, ela eluirá mais rapidamente na coluna, apresentando-se como uma banda larga e 

de baixa resolução no cromatograma; enquanto se for igualmente distribuída em ambas as fases 

do sistema bifásico, a eluição acontecerá em volume adequado e a retenção da fase estacionária 

será satisfatória, permitindo uma boa resolução e separação dos analitos (PENG et al., 2005; 

FRIESEN et al., 2015; LIU et al., 2015).  

 

Os sistemas de solventes mais comuns para separação de produtos naturais são aqueles 

constituídos por hexano, acetato de etila, metanol e água (HAMAg; do inglês, HEMWat – 

Hexane, Ethyl acetate, Methanol, Water). Esse sistema de solventes contém dois solventes com 

polaridades extremamente diferentes, o hexano e a água, com acetato de etila como modificador 

lipofílico e o metanol como modificador hidrofílico (FRIESEN et al., 2015). Uma revisão 

conduzida por Costa e Leitão (2010) descreve o sistema de solventes HAMAg como o mais 

frequentemente utilizado para o isolamento de flavonoides livres em extratos vegetais. Em 

outro estudo, as mesmas autoras descrevem detalhadamente o comportamento dos flavonoides 

em diferentes sistemas de solventes e citam o sistema bifásico HAMAg como um sistema 
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versátil por oferecer uma ampla gama de polaridades, modificando-se apenas a proporção do 

volume dos quatro solventes (COSTA e LEITÃO, 2011). Yang, Wu e Wu (2016) demonstraram 

a importância do sistema de solventes HAMAg utilizado sistematicamente para extração 

seletiva de flavonoides, separados posteriormente por CCC. Esse mesmo sistema de solventes 

também foi descrito em outros estudos para o isolamento de terpenoides em HSCCC de extratos 

vegetais (PENG et al., 2008; HAN et al., 2010). 

  

Com base no exposto, foi adotada uma estratégia semiempírica para a seleção do sistema de 

solventes (LIU et al., 2015). Essa estratégia baseia-se no método G.U.E.S.S. (Generally Useful 

Estimate of Solvent Systems) proposto por Friesen e Pauli (2005), que envolve a utilização do 

perfil de mobilidade observado na CCD como um indicador de seletividade para separação em 

CCC, fornecendo um meio conveniente de estimar o valor de K (coeficiente de distribuição de 

uma substância nas fases móvel e estacionária) em um sistema de solvente.  

 

Dessa forma, o extrato EtOH R foi então solubilizado em uma mistura de solventes contendo 

HAMAg, na proporção de 1:1:1:1 v/v, obtendo-se uma solução de duas fases: fase inferior (FI) 

ou fração polar e fase superior (FS) ou fração apolar. Os perfis cromatográficos obtidos por 

CLAE de ambas as fases e do extrato EtOH R são mostrados na Figura 27.  
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FIGURA 27 – Perfil cromatográfico por CLAE (280 nm) para o extrato etanólico otimizado de Campomanesia 

lineatifolia (A) e suas frações polar (B) e apolar (C), obtidas por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila: 

Metanol: Água 1:1:1:1 v/v. Condições cromatográficas vide item 5.2.9.  

 

 

 
 

Pequenas porções da FI e FS foram, respectivamente, solubilizadas em diferentes misturas de 

solventes HAMAg, nas proporções 1:1:1:1; 1:2:1:2; 1:3:1:3 e 1:4:1:4 e 1:1:1:1; 2:1:2:1; 3:1:3:1 

e 4:1:4:1, v/v, obtendo-se novamente uma solução de duas fases: fase superior (fs) ou orgânica 

e fase inferior (fi) ou aquosa, as quais foram aplicadas ponto-a-ponto em placa de CCD. A fase 

móvel utilizada para a corrida da FS foi o sistema polar de solventes A (Acetato de etila: Ácido 

fórmico: Ácido acético: Água, 100:11:11:26, v/v) e para a FS, o sistema apolar de solventes 

(Clorofórmio: Metanol: Água, 9:1:1, v/v), selecionados previamente (FIGURA 28). 
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FIGURA 28 – Protocolo de fracionamento seletivo para o extrato etanólico otimizado de Campomanesia 

lineatifolia por combinação de sistema de solvente HAMAg. 

 

Legenda: EtOH R = extrato etanólico obtido em sistema contínuo de refluxo; HAMAg = hexano:acetato de 

etila:metanol:água; FS/fs = fase superior; FI/fi = fase inferior; CCD = cromatografia em camada delgada; AcOEt 

= acetato de etila; CHCl3 = clorofórmio; MeOH = metanol; H2O = água. 

 

Como pode ser demonstrado na Figura 29, a mistura HAMAg na proporção 1:4:1:4 v/v foi a 

que resultou em melhor separação dos constituintes químicos em ambas as fases do sistema de 

solventes, sendo selecionado como sistema bifásico para a realização da HSCCC da FI (fração 

polar do extrato EtOH R). 

 

FIGURA 29 – Perfil das substâncias químicas presentes na fração polar obtida a partir do extrato etanólico 

otimizado de C. lineatifolia em Cromatografia em Camada Delgada, solubilizado em diferentes misturas de 

solventes (A – D). 

 
Legenda: Solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Água, nas proporções v/v (A) 1:1:1:1; (B) 1:2:1:2; (C) 

1:3:1:3 e (D) 1:4:1:4. Fase móvel: Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água, 100:11:11:26, v/v. fi = 

fase inferior; fs = fase superior. Revelação com ácido sulfúrico 10%. Para obtenção da fração polar do extrato, 

vide item 5.2.2. 

 

Para a FS (fração apolar do extrato EtOH R), a mistura HAMAg na proporção 4:1:4:1 v/v 

(FIGURA 30) foi a que resultou em melhor separação dos constituintes químicos em ambas as 

A B C D 

fi fs fs fs fs fi fi fi 
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fases do sistema de solventes, sendo selecionado como sistema bifásico para a realização da 

HSCCC. 

 

FIGURA 30 – Perfil das substâncias químicas presentes na fração apolar obtida a partir do extrato etanólico 

otimizado de C. lineatifolia em Cromatografia em Camada Delgada, solubilizado em diferentes misturas de 

solventes (A – D). 

 

Legenda: Mistura de solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Água, nas proporções v/v (A) 1:1:1:1; (B) 

2:1:2:1; (C) 3:1:3:1 e (D) 4:1:4:1. Fase móvel: Clorofórmio: Metanol: Água, 9:1:1 v/v. fi = fase inferior; fs = fase 

superior. Revelação com ácido sulfúrico 10%. Para obtenção da fração apolar do extrato, vide item 5.2.2. 

 

A fração polar do extrato EtOH R (FI) obtida a partir da solubilização do extrato etanólico 

otimizado em HAMAg 1:1:1:1 v/v foi separada por HSCCC, utilizando-se o sistema bifásico 

constituído por HAMAg 1:4:1:4 v/v. Foram obtidas 80 frações como resultado da HSCCC, as 

quais foram analisados em CCD, conforme demonstrado na Figura 31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C D 

fi fi fi fs fs fs fi fs 



125 

 

 

 

FIGURA 31 – Cromatografia em camada delgada das 80 frações obtidas em três diferentes separações por 

HSCCC, a partir da fração polar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 

 

 

 

 

Legenda: (A) corrida 1, frações 1 a 39; (B) corrida 1, frações 42 a 80; (C) corrida 2, frações 1 a 39; (D) corrida 2, 

frações 42 a 80; (E) corrida 3, frações 1 a 39 e (F) corrida 3, frações 42 a 80. Eluição realizada em sistema de 

solventes Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v), seguida de revelação com 

ácido sulfúrico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtenção da fração polar do extrato. 
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A partir da análise das CCD obtidas para as três separações em HSCCC, as frações foram 

reunidas de acordo com a similaridade de seus padrões de eluição e valores do fator de retenção 

(Rf), obtendo-se 10 frações finais, nomeadas de A a J (FIGURA 32). 

 

FIGURA 32 – Cromatografia em camada delgada das frações reunidas obtidas por HSCCC, a partir da fração 

polar do extrato etanólico otimizado EtOH R de C. lineatifolia. 

                 

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade. Eluição realizada em sistema de solventes 

Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v), seguida de revelação com ácido 

sulfúrico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtenção da fração polar do extrato. 

 

Objetivando-se o isolamento e a purificação dos flavonoides presentes nas frações E e G, estas 

foram submetidas à separação por cromatografia por exclusão molecular, utilizando-se coluna 

de Sephadex LH-20. As 50 novas frações obtidas para cada fração foram analisadas em CCD, 

como pode ser observado na Figura 33. 
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FIGURA 33 – Cromatografia em camada delgada das 50 frações obtidas por cromatografia de exclusão molecular, 

em coluna de Sephadex LH-20, a partir da fração E (A e B) e G (C e D) da fração polar do extrato etanólico 

otimizado EtOH R de C. lineatifolia. 

 

 

 

 
Nota: eluição realizada em sistema de solventes Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água 

(100:11:11:26, v/v), seguida de revelação com ácido sulfúrico 10%.  

 

De acordo com o perfil cromatográfico obtido, as frações da junção E foram reunidas em 8 

frações, nomeadas E1 (frações 1 a 11); E2 (frações 12 a 15); E3 (frações 16 a 18); E4 (frações 

19 a 23); E5 (frações 24 a 27); E6 (frações 28 a 33); E7 (frações 34 a 41) e E8 (frações 42 a 

50). As frações da junção G foram reunidas em 5 frações, nomeadas G1 (frações 1 a 12); G2 

(frações 13 a 20); G3 (frações 21 a 26); G4 (frações 27 a 32) e G5 (frações 33 a 50). Todas as 
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frações reunidas foram analisadas novamente em CCD, conforme perfil demonstrado na Figura 

34. 

FIGURA 34 – Cromatografia em camada delgada das frações 

obtidas por cromatografia por exclusão molecular, das junções E 

(E1 a E8) e G (G1 a G5). 

   
Nota: eluição realizada em sistema de solventes Acetato de etila: 

Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v), seguida 

de revelação com ácido sulfúrico 10%.  

 

Para a fração E, a passagem pela coluna de Sephadex LH-20 não resultou em completa 

purificação do constituinte químico selecionado. Nesse caso, para obtenção das substâncias 

puras, foi realizada a CCD em camada preparativa como última etapa de purificação. A 

substância E isolada e purificada foi identificada pela análise de seus dados espectroscópicos 

de RMN de 1H e 13C, uni e bidimensionais e informações da literatura, como quercetina-3-O-

ramnosídeo, ou quercitrina (FIGURA 35). 

 

FIGURA 35 – Substância 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-flavonol-3-O-ramnosídeo (quercitrina) 

isolada do extrato etanólico das folhas de Campomanesia lineatifolia. 
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A cromatografia em camada delgada realizada previamente para a fração E (FIGURA 34) 

revelou a presença de um flavonoide. O espectro de absorção no UV/Vis mostra picos 

específicos de absorção em  255 e 348 nm, compatíveis com os padrões de substituição nos 

aneis A (grupo benzoíla) e B (grupo cinamoíla) de flavonol (MABRY, MARKHAM e 

THOMAS, 1970). Análise em CLAE-ESI-MS exibiu o íon molecular precursor desprotonado 

[M–H]– de m/z 447, podendo sugerir uma massa molecular de 448, com fórmula molecular de 

C21H20O11. O espectro de massas de segunda ordem (FIGURA 36) do íon precursor m/z 447 

[M–H]– produziu o íon Y0
– de m/z 300 [M–146–2H]– como resultado da clivagem da unidade 

de açúcar, típica de deoxihexoses (LI e CLAEYS et al., 1994) e atribuída ao derivado 3-O-

ramnosídeo (HILBERT et al., 2015), bem como um íon [Y0– H – CO]− de m/z 271 típico de 

flavon-3-O-monoglicosídeo (ABLAJAN et al., 2006) e de m/z 179 a partir da reação de retro 

Dies-Alder do anel A. 

 

FIGURA 36 – Espectro do íon de segunda geração obtido para o íon precursor da substância E (m/z 447), obtidos 

em EM-EM. 

 

 

Substância E (quercitrina; quercetina 3-O-ramnosídeo): UV, λmax 255 e 348 nm; CLUE-

ESI-MS, m/z 447 [M-H]–, com fórmula molecular: C21H20O11. Os dados dos espectros de RMN 

de 1H (400 MHz, DMSO-d6) δH em ppm [mult (J em Hz), H] e RMN de 13C (125 MHz, 

DMSO-d6) δC em ppm, estão descritos na Tabela 7 e os espectros mostrados nas Figuras 37 a 

43. 
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Tabela 7 – Dados do espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-d6) e 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) para a 

substância E, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 

Posição 

 

E 

δC, em 

ppm 

 

Literatura1 

Quercitrina 

δC, em ppm 

 

E 

δH, em ppm, 

multiplicidade 

(J em Hz) 

Literatura1 

Quercitrina 

δH, em ppm, 

multiplicidade  

(J em Hz) 

 

E 

HMBC 

2 156,9 156,2   8 

3 134,6 134,2   1’’ 

4 178,2 177,7    

4a 104,5 104,10   6, 8 

5- OH 161,7 161,3 12,67 (s) 12,66 (s) 6 

6 99,16 98,7 6,21 (d, 2,0) 6,21 (d, 1,9) 8 

7 164,7 164,2   6, 8 

8 94,1 93,3  6,39 (d, 2,0) 6,39 (d, 1,9) 6 

8a 157,7 157,3    

1’ 121,1 121,9   5’ 

2’ 115,9 115,4 7,30 (d, 2,0) 7,30 (d, 2,1) 6’ 

3’ 145,6 145,2 
  

2’, 5’ 

4’ 148,9 148,4 
  

6’ 

5’ 116,1 115,6 6,88 (d, 8,0) 6,88 (d, 8,4)  

6’ 121,5 120,1 7,27 (dd, 8,4; 2,0) 7,26 (dd, 8.4; 2,1) 2’ 

1’’ 102,2 101,8 5,26 (d, 1,6) 5,26 (d, 1,7)  

2’’ 70,5 70,3 3,98 (dd) 3,98 (dd, 1,7; 3,0)  

3’’ 70,8 70,6 3,52 (dd, 2,8; 9,0) 3,52 (dd, 3,0; 9,1) 1’’ 

4’’ 71,6 71,2 3,15∼3,21 (m) 3,15∼3,23 (m) 3’’, 2’’ 

5’’ 71,0 70,0 3,15∼3,21 (m) 3,15∼3,23 (m)  

6’’ 17,9 17,5 0,82 (d, 6,0) 0,82 (d, 6,1) 4’’ 
1Mok e Lee, 2013. 

 

Sinais típicos de flavonoides foram observados no espectro de RMN de 1H para a substância 

G4. A presença de hidrogênios aromáticos (δ 6-7 ppm), juntamente com um singleto em δ 12,67 

ppm (5-OH do anel A), confirmam a estrutura de um flavonoide (MOK e LEE, 2013). 

 

Caracterização do anel A: 

Os hidrogênios em C-6 e C-8 de flavonóis apresentam um padrão comum de 5,7-dihidroxi 

substituição que dão origem a dois dubletos, com constante de acoplamento meta (J~2,0 Hz) e 

sinais na região de 6,0–6,5 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Dois sinais (par 

de dubletos) em δ 6,39 e 6,21 ppm relativos aos H-8 e H-6, respectivamente, com constante de 

acoplamento meta (J = 2,0 Hz) foram observados no espectro, caracterizando a dissubstituição 

do anel A. Ainda, a presença de um singleto em região mais desblindada, δ 12,67 ppm, indica 

a presença de uma hidroxila na posição C-5 (MOK e LEE, 2013). 

  

Caracterização do anel B: 

Os sinais de hidrogênios em C-2’ e -6’ em flavonoides com padrão 3’,4’-oxigenados 

apresentam deslocamentos químicos entre δ 7,2-7,5 ppm e 7,3-7,7 ppm, respectivamente 
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(MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Um duplo dupleto de um hidrogênio foi 

observado entre δ 7,25-7,27, com constante de acoplamento meta (J = 2,0 Hz) e orto (J = 8,4 

Hz), caracterizando o H-6’, demonstrado pelo seu acoplamento meta com H-2’ e orto com H-

5’. Para o H-2’, foi observado um dupleto de um hidrogênio em δ 7,30 ppm, com constante de 

acomplamento meta (J = 2,0 Hz) com o H-6’. Sinais semelhantes ao observado neste trabalho 

foi demonstrado nos estudos de Mok e Lee (2013) e Hong et al. (2013), confirmando o padrão 

de um flavonol dissubstituído no anel B.  

 

Caracterização do anel C: 

No espectro de RMN de 13C, o sinal em δ 178,2 ppm caracteriza a presença do grupo carbonila 

em C-4, característico de anel C de flavonol (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). 

Ainda, o sinal observado em δ 156,9 ppm indica a presença de ligação dupla, atribuída ao 

carbono C-2. 

 

Açúcar: 

No espectro de RMN de 13C, a blindagem do sinal para C-3 (δ 134.6 ppm) quando comparada 

ao sinal correspondente a C-5 (δ 161.7 ppm) e C-7 (δ 164.7 ppm) dá suporte ao fato de que a 

ligação glicosídica acontece na posição C-3 da estrutura flavonoídica, em flavonóis contendo 

açúcar (CASTILLO-MUÑOZ et al., 2009). Um flavonol 3-O-glicosilado se caracteriza no 

espectro RMN de 1H pela presença de um sinal referente a um hidrogênio anomérico entre 4,0 

e 6,0 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970).  Os dados obtidos de RMN de 13C e 

1H indicam 21 sinais de carbono, com padrões típicos de quercetina 3-O-ramnopiranosídeo, 

com o açúcar caracterizado pela presença de: carbono anomérico δC 102,2 ppm (C-1’’) e 

hidrogênio anomérico δH 5,26 ppm (H-1’’); carbonos hidroxissubstituídos em 2’’ (δH 3,98 ppm 

e δC 70,5 ppm), 3’’ (δH 3,52 ppm e δC 70,8 ppm) e 4’’ (δH 3,15∼3,21 ppm e δC 71,6 ppm); 

carbono 5’’ (δH 3,15∼3,21 ppm e δC 71,0 ppm) com substituição de grupo metila 6’’ (δH 0,82 

ppm e δC 17,9 ppm) (MOK e LEE, 2013). 
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FIGURA 37 – Espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) obtido para a substância E (quercitrina), isolada 

do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 38 – Expansões do espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) obtido para a substância E, 

identificada como quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 39 – Espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-d6) obtido para a substância E, identificada como 

quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 
 

 

FIGURA 40 – Espectro DEPT 135° (125 mHz, DMSO-d6) obtido para a substância E, identificada como 

quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 41 – Mapa de correlação heteronuclear HSQC (1H x 13C) obtido para a substância E, identificada 

como quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 42 – Mapa de correlação heteronuclear HMBC (1H x 13C) obtido para a substância E, identificada 

como quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 43 – Mapa de correlação homonuclear COSY (1H x 1H) obtido para a substância E, identificada 

como quercitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 
 

Características físicas: a substância E apresentou-se como sólido amarelo (FIGURA 44) 

solúvel em metanol. 

 

FIGURA 44 – Sólido amarelo (substância E, quercitrina) isolado e 

purificado do extrato etanólico das folhas de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

Análise em CLAE: a quercitrina isolada apresentou tempo de retenção igual a 13,201 min, 

correspondendo à substância de tempo de retenção de 13,886 min na fração polar do extrato 

etanólico otimizado obtido a partir da extração pelo sistema HAMAg, conforme demonstrado 

na Figura 45 abaixo: 
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FIGURA 45 – Perfil cromatográfico em CLAE (335 nm) para quercitrina isolada (A) a partir da fração polar do 

extrato etanólico otimizado (B). Condições cromatográficas: vide item 5.2.9. 

 

 

 

A substância G4 isolada e purificada foi identificada pela análise de seus dados 

espectroscópicos de RMN de 1H e 13C, uni e bidimensionais, perfil cromatográfico em CCD 

e CLAE, espectros no UV/Vis, CLAE-ESI-EM e EM-EM, comparando-se com dados da 

literatura, sendo possível propor a estrutura miricetina-3-O-ramnosídeo (FIGURA 46). 

 

FIGURA 46 – Substância 5,7,3’,4’,5’-pentahidroxi-flavonol-3-O-ramnosídeo (miricitrina) 

isolada e identificada no extrato etanólico das folhas de Campomanesia lineatifolia. 
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Substância G4 (miricitrina; miricetina 3-O-ramnosídeo): UV, λmax 261, 348 nm; CLUE-

ESI-MS, m/z 463 [M-H]–, com fórmula molecular: C21H20O12. Os dados dos espectros de RMN 
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de 1H (400 MHz, DMSO-d6) δH em ppm [mult (J em Hz), H] e RMN de 13C (125 mHz, DMSO-

d6) δC em ppm, estão descritos na Tabela 8 e os espectros nas Figuras 48 a 54. 

 

Tabela 8 – Dados do espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-d6) e 1H-RMN (400 mHz, DMSO-d6) para a 

substância G4, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
 

Posição 

 

G4 

δC, em ppm 

 

Literatura1 

Miricitrina 

δC, em ppm 

 

G4 

δH, em ppm, 

multiplicidade 

(J em Hz) 

 

Literatura1 

Miricitrina 

 

G4 

HMBC 

2 156,87 156,4  -  

3 134,73 134,3  -  

4 178,23 177,8  -  

4a 104,46 104,0    

5-OH 161,77 161,3 12,5 s 12,69 (s)  

6 99,13 98,6 6,20 d  6,21 (d, 1,5) 4a (fraco), 7 

(fraco) 

7 164,71 164,1  -  

8 93,99 93,5 6,37 d  6,37 (d, 1,5)  

8a 157,93 157,5    

1’ 120,05 119,6  -  

2’ e 6’ 108,35 108,0 6,89 s 6,89 (s) 2’, 6’, 4’, 2 

3’ e 5’ 146,23 145,8  -  

4’ 136,92 136,4  -  

1’’ 102,40 102,0 5,20 d  5,20 (d, 1,7) 3’’ 

2’’ 70,47 70,4 4,02 3,99 (dd, 1,7, 

3,6) 

 

3’’ 70,84 70,5 3,57 3,56 (dd, 3,6, 

9,5) 

 

4’’ 71,73 71,3 3,36 3,14∼3,18 (m)  

5’’ 71,02 70,0 3,16 3,14∼3,18 (m)  

6’’ 17,99 17,5 0,86 (d, 8,0) 0,85 (d, 6,0)  

– : sinal não observado; 1Mok e Lee, 2013. 

 

Sinais típicos de flavonoides foram observados no espectro de RMN de 1H para a substância 

G4. A presença de hidrogênios aromáticos (δ 6-7 ppm), juntamente com um singleto em δ 12,5 

ppm (5-OH do anel A), confirmam a estrutura de um flavonoide (MOK e LEE, 2013). 

 

Caracterização do anel A: 

Os hidrogênios em C-6 e C-8 de flavonóis apresentam um padrão comum de 5,7-dihidroxi 

substituição que dão origem a dois dubletos, com constante de acoplamento meta (J~2,0 Hz) e 

sinais na região de 6,0–6,5 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Dois sinais (par 

de dubletos) em δ 6,37 e 6,20 ppm relativos aos H-8 e H-6, respectivamente, com constante de 

acoplamento meta (J<2,0 Hz) foram observados no espectro, caracterizando a dissubstituição 

do anel A. Ainda, a presença de um singleto em região mais desblindada, δ 12,5 ppm, indica a 

presença de uma hidroxila na posição C-5 (MOK e LEE, 2013). 
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Caracterização do anel B: 

Os sinais de hidrogênios em C-2’ e -6’ geralmente se sobrepõem na região δ 6,5-7,5 ppm em 

flavonoides com padrão 3’,4’,5’-oxigenados (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Um 

singleto de dois hidrogênios em δ 6,89 ppm, relativo aos H-2’(6’), foi observado no espectro 

RMN de 1H, caracterizando o padrão de um flavonol trissubstituído no anel B (HILBERT et 

al., 2015). No espectro de RMN de 13C, a presença de um sinal intenso em δ 108,35 ppm 

confirma a correspondência aos carbonos C-2’ e C-6’ (MOK e LEE, 2013). 

 

Caracterização do anel C: 

No espectro de RMN de 13C, o sinal em δ 178,23 ppm caracteriza a presença do grupo carbonila 

em C-4, característico de anel C de flavonol (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). 

Ainda, o sinal observado em δ 156,87 ppm indica a presença de ligação dupla, atribuída ao 

carbono C-2 (MOK e LEE, 2013). 

 

Açúcar: 

No espectro de RMN de 13C, a blindagem do sinal para C-3 (δ 134,7 ppm) quando comparada 

ao sinal correspondente para C-5 (δ 161,77 ppm) e C-7 (δ 164,71 ppm) suporta o fato de que a 

ligação glicosídica acontece na posição C-3 da estrutura flavonoídica, em flavonóis contendo 

açúcar (CASTILLO-MUÑOZ et al., 2009). Um flavonol 3-O-glicosilado se caracteriza no 

espectro RMN de 1H pela presença de um sinal referente a um hidrogênio anomérico entre 4,0 

e 6,0 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Os dados obtidos de RMN de 13C e 

1H indicam 21 sinais de carbono, com padrões típicos de miricetina 3-O-ramnopiranosídeo, 

com o açúcar caracterizado pela presença de: carbono anomérico δC 102,40 ppm (C-1’’) e 

hidrogênio anomérico δH 5,20 ppm (H-1’’); carbonos hidroxissubstituídos em 2’’ (δH 4,02 ppm 

e δC 70,47 ppm), 3’’ (δH 3,57 ppm e δC 70,84 ppm) e 4’’ (δH 3,36 ppm e δC 71,73 ppm); carbono 

5’’ (δH 3,16 ppm e δC 71,02 ppm) com substituição de grupo metila 6’’ (δH 0,86 ppm e δC 17,99 

ppm) (MOK e LEE, 2013). 

 

Além disso, a cromatografia em camada delgada realizada previamente para a fração G4 

revelou a presença de flavonoide (FIGURA 34). O espectro de absorção no UV/Vis mostra 

picos específicos de absorção em 261 e 348 nm, compatíveis com os padrões de substituição 

nos aneis A (grupo benzoíla) e B (grupo cinamoíla) de flavonol (MABRY, MARKHAM e 

THOMAS, 1970). Análise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o íon molecular 
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precursor desprotonado [M–H]– de m/z 463, podendo sugerir uma massa molecular de 464, com 

fórmula molecular de C21H20O12. A fragmentação (FIGURA 47) do íon precursor m/z 463 [M–

H]–, produziu o íon Y0
− em m/z 316 [M–146–2H]– como resultado da clivagem da unidade de 

açúcar, típica de deoxihexoses (ABLAJAN et al., 2006) e atribuída à derivado 3-O-ramnosídeo 

(HILBERT et al., 2015). Outros fragmentos como [Y0–H–CO–H2O]− em m/z 271 e [Y0–136–

H]− em m/z 179, estão de acordo com a substância G4 (SALDANHA, VILEGAS e 

DOKKEDAL, 2013). 

 

FIGURA 47 – Espectros dos íons de segunda geração obtidos para o íon precursor da substância G4, obtidos em 

EM-EM. 

 

 

FIGURA 48 – Espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) obtido para a substância G4, identificada como 

miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 49 – Expansões do espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) obtido para a substância G4, 

identificada como miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 50 – Espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-d6) obtido para a substância G4, identificada como 

miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 
 

 

FIGURA 51 – Espectro DEPT 135° (125 mHz, DMSO-d6) obtido para a substância G4, identificada como 

miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 52 – Mapa de correlação heteronuclear HSQC (1H x 13C) obtido para a substância G4, identificada 

como miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 
 

 

FIGURA 53 – Mapa de correlação heteronuclear HMBC (1H x 13C) obtido para a substância G4, 

identificada como miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 
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FIGURA 54 – Mapa de correlação homonuclear COSY (1H x 1H) obtido para a substância G4, identificada 

como miricitrina, isolada do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia. 

 

 

Características físicas: a substância G4 apresentou-se como sólido amarelo-dourado 

(FIGURA 55) solúvel em metanol. 

 

FIGURA 55 – Sólido amarelo-dourado (substância G4, miricitrina) isolado e 

purificado do extrato etanólico das folhas de Campomanesia lineatifolia. 

 

Análise em CLAE: a miricitrina isolada apresentou tempo de retenção igual a 10,405 min, 

correspondendo à substância de tempo de retenção de 10,554 min na fração polar do extrato 

etanólico otimizado obtido a partir da extração pelo sistema HAMAg, conforme demonstrado 

na Figura 56 abaixo: 
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Figura 56 – Perfil cromatográfico em CLAE (335 nm) para miricitrina isolada (A) a partir da fração polar do 

extrato etanólico otimizado (B). Condições cromatográficas: vide item 5.2.9. 

 

 

 

Uma curva-padrão analítica em CLAE foi utilizada para quantificar os flavonoides quercitrina 

e miricitrina no extrato etanólico otimizado EtOH R, obtendo-se, 0,22 mg/mL e 0,11 mg/mL, 

que correspondem a 1,34% e 0,65% dessas substâncias na droga vegetal, respectivamente. 

 

A etapa seguinte à identificação dos flavonoides presentes na fração polar foi avaliar o perfil 

fitoquímico de um extrato obtido por infusão das folhas (chá), a fim de se estabelecer uma 

comparação com o extrato etanólico otimizado e fração polar obtida. Uma vez que a população 

utiliza tradicionalmente as folhas de espécies de Campomanesia como antidiarreicas e nos 

tratamentos de problemas estomacais, cistite e uretrites na forma de chás (D’ÁVILA, 1910; 

PIO CORRÊA, 1952). A análise qualitativa por CLAE demonstrou perfis químicos semelhantes 

do chá, comparados ao extrato e fração polar (FIGURA 57). Como já discutido anteriormente, 

alguns fatores interferem diretamente na eficiência da extração de substâncias fenólicas, como 

a temperatura aplicada, o tempo de extração, solvente orgânico utilizado e técnicas de extração 

A 

B 

Miricitrina 
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assistidas (BODOIRA et al., 2017; CALEJA et al., 2017; DUBA et al., 2015; XU et al., 2015). 

É de se esperar que a extração em que se utiliza solventes orgânicos como o etanol concentre 

os constituintes fenólicos presentes na planta, fato este que justifica as maiores concentrações 

observadas no extrato etanólico otimizado, comparado ao chá e fração polar obtida por extração 

seletiva por HAMAg. 

 

FIGURA 57 – Perfil cromatográfico em CLAE (280 nm) das substâncias químicas presentes no chá da droga 

vegetal (A), extrato etanólico otimizado (B) e fração polar obtida a partir da extração seletiva por sistema de 

solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Água 1:1:1:1 v/v (C) de Campomanesia lineatifolia. Condições 

cromatográficas: vide item 5.2.9. 
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Em seguida, realizou-se uma partição líquido-líquido do chá com acetato de etila, com o 

objetivo de concentrar as substâncias fenólicas presentes (WAGNER e BLADT, 2001). 

Seguindo o mesmo raciocínio realizado para a escolha do sistema bifásico para HSCCC da 

fração polar do extrato otimizado, a fração acetato de etila (Fr AcOEt/chá) foi solubilizada em 

sistema de solventes HAMAg, nas mesmas proporções testadas 1:1:1:1; 1:2:1:2; 1:3:1:3 e 

1:4:1:4 v/v. Da mesma forma, o sistema HAMAg 1:4:1:4 v/v foi aquele mais eficiente em 

distribuir uniformemente os constituintes químicos em ambas as fases (polar e apolar) obtidas, 

sendo o escolhido para a análise em HSCCC. Como resultado da cromatografia, foram obtidas 

80 frações, as quais foram analisadas em CCD, conforme demonstrado na Figura 58. É 

importante notar que nas placas de CCD da primeira e segunda corridas, os mesmos flavonoides 

isolados a partir da fração polar do extrato otimizado estão presentes (bandas amarelas). 

 

FIGURA 58 – Cromatografia em camada delgada das 80 frações obtidas em duas diferentes separações por 

HSCCC, a partir da fração acetato de etila do chá da droga vegetal. 

 

 

 

 
Legenda: (A) eluição 1, frações 1 a 39; (B) corrida 1, frações 42 a 80; (C) eluição 2, frações 1 a 39; (D) eluição 2, 

frações 42 a 80. Eluição realizada em sistema de solventes Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água 

(100:11:11:26, v/v), seguida de revelação com ácido sulfúrico 10%. Vide item 5.2.3 para método de obtenção da 

fração acetato de etila. 
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A partir da análise das CCD obtidas para as duas separações em HSCCC, as frações foram 

reunidas conforme similaridade de seus padrões de eluição e valores do fator de retenção (Rf), 

obtendo-se 9 frações, nomeadas de a - i. Dessas, aquelas que continham os dois flavonoides 

(frações “e” e “h”) foram submetidas, individualmente, ao fracionamento em cromatografia por 

exclusão molecular, utilizando-se coluna de Sephadex LH-20. Os flavonoides então isolados e 

purificados foram identificados pela análise de seus dados espectroscópicos de RMN de 1H e 

13C, uni e bidimensionais e informações da literatura, e corresponderam aos mesmos já 

identificados na fração polar do extrato etanólico otimizado, quercitrina (purificada da fração 

“e”) e miricitrina (purificada da fração “h”). 

 

Diversos estudos fitoquímicos descrevem a presença de substâncias fenólicas, dentre elas 

flavonoides, para o gênero Campomanesia. Em um estudo de triagem fitoquímica, Adati (2001) 

revelou a presença de taninos, flavonoides, saponinas e óleo essencial em folhas de C. phaea 

(O. Berg). Sant’Anna et al. (2017) demonstraram que o extrato aquoso das folhas de C. 

xanthocarpa apresenta quantidades expressivas de fenólicos, dentre eles flavonoides, com o 

isolamento e identificação de ácido clorogênico, ácido gálico, quercetina e teobromina. Catelan 

et al. (2018) identificaram a presença de três flavonoides glicosilados e um ácido 

ciclohexacarboxílico em extrato aquoso das folhas de C. guazumifolia: quercetina pentose, 

quercetina desoxihexosídeo, miricetina desoxihexosídeo e ácido quínico.  

 

Neste estudo, a partir dos ensaios de coinjeção com padrões e resultados iniciais obtidas pela 

separação por HSCCC, foram identificados três flavonoides: catequina, quercitrina e 

miricitrina. Em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, Barbosa et al. (2009) isolaram e 

purificaram a catequina e quercitrina, por meio de fracionamento cromatográfico bioguiado da 

fração acetato de etila, obtida a partir do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia, o que 

reafirma a presença desses flavonoides identificados neste estudo. A presença do flavonol 

miricitrina é descrita em outras espécies de Campomanesia, como C. velutina (MICHEL et al., 

2013; ARAÚJO et al., 2016); C. adamantium (FERREIRA et al., 2013) e C. pubescens 

(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995). Nesse estudo, a miricitrina foi isolada e identificada pela 

primeira vez na espécie C. lineatifolia. 
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Em última etapa, a fração apolar obtida a partir da extração seletiva do EtOH R por sistema de 

solventes HAMAg foi submetida a três separações distintas de HSCCC, obtendo-se 80 

frações/separação, as quais foram analisadas em CCD (FIGURA 59). 

 

FIGURA 59 – Cromatografia em camada delgada das 80 frações obtidas em três diferentes separações por 

HSCCC, a partir da fração apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 
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Continuação Figura 59 

 

Legenda: (A) HSCCC 1, frações 1-39; (B) frações 42-80; (C) HSCCC 2, frações 1-39; (D) frações 42-80; (E) 

HSCCC 3, frações 1-39 e (F) frações 42-80. Eluição realizada em sistema de solventes Clorofórmio: Metanol: 

Água (9:1:1, v/v), seguida de revelação com ácido sulfúrico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtenção da 

fração apolar do extrato. 

 

A partir da análise das CCD obtidas para as três separações em HSCCC, as frações foram 

reunidas conforme similaridade de seus padrões de eluição e valores de Rf, obtendo-se 10 

frações finais, conforme observado na Figura 60. 

 

FIGURA 60 – Cromatografia em camada delgada das frações reunidas obtidas por HSCCC, a partir da fração 

apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 

 
Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etanólico obtido em 

sistema contínuo de refluxo. Eluição realizada em sistema de solventes Clorofórmio: Metanol: Água (9:1:1, v/v), 

seguida de revelação com ácido sulfúrico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtenção da fração apolar do 

extrato. 

 

É importante notar que as substâncias químicas presentes nas frações finais (7 – 10) ficaram 

retidas no ponto de origem da aplicação na placa de CCD. Isso pode ser justificado pelo fato 

dessas substâncias não apresentarem solubilidade adequada ao sistema de solventes apolar 

utilizado na eluição da CCD. Dessa forma, foi proposta a repetição da CCD para as frações 7 a 

E 
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10, em sistema de solventes mais polar: Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água 

(100:11:11:26, v/v) (FIGURA 61). 

 

FIGURA 61 – Cromatografia em camada delgada das frações 7 a 10 obtidas por HSCCC, a partir da fração apolar 

do extrato EtOH R de C. lineatifolia.  

  

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etanólico obtido em 

sistema contínuo de refluxo. Eluição em Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v).  

 

As frações 8 e 9 foram analisadas por CLAE-ESI-MS e foi possível identificar um total de oito 

substâncias. Os tempos de retenção (Tr), peso molecular observado, fragmentos de cada 

substância química e suas respectivas identificações e classes de ambas as frações são 

apresentados na Figura 62 e Tabela 9. 

 

FIGURA 62 – Cromatograma do pico base no modo positivo das frações 8 (A) e 9 (B) da fração apolar da 

extração seletiva do EtOH R de Campomanesia lineatifolia por sistema de solventes HAMAg em 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. Para condições cromatográficas, vide item 5.2.11. 
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Tabela 9 – Substâncias químicas identificadas a partir da espectrometria de massa por desreplicação utilizando 

CLAE-ESI-Q-TOF-EM a partir da fração apolar do extrato etanólico otimizado das folhas de C. lineatifolia. Para 

condições cromatográficas, vide item 5.2.11. 
Amostra Tr 

(min) 

[M-H]– [M+H]+ Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm 

MSn Substância 

química  

Classe 

Fração 8 28,237 549,1557  C26H30O13 - MS1: - 

MS2: 673, 519, 

475, 381, 281, 

269, 237, 215, 

171, 137 

Licurosídeo Chalcona 

33,622  385,2960 C22H40O5 2,99 MS1: 429, 399, 

364 

MS2: 385 

14α-hidroxi-15-

acetoxisclareol 

Terpeno 

34,193  425,2173 C22H32O8 0,72 MS1:  

MS2: 365, 281, 

253, 97 

Gaigrandina Terpeno 

39,391  457,3554 C26H48O6 6,65 MS1: 695, 501, 

473, 435 

MS2: 457 

Ácido birsônico Ácido 

graxo 

Fração 9 19,844  317,1384 C18H20O5 0,16 MS1: 1191, 

1086, 1058, 

1032, 1004, 

978, 917, 882, 

820, 738, 631, 

595, 533, 503, 

474, 439, 413, 

344, 302, 261, 

211, 187, 165, 

123, 81, 59 

MS2: 707, 372, 

288, 253, 214, 

161, 135, 113, 

84, 58 

Champanona D β-

tricetona 

28,777  473,3494 C26H48O7 0,34 MS1: - 

MS2: 849, 630, 

458, 426, 388, 

360, 309, 257, 

221, 133, 109, 

80 

Ácido heptanoico Ácido 

graxo 

31,180  

 

507,3355 C29H46O7 3,69 MS1: 485, 463 

MS2: 507 

Decumbesterona 

A 

Esteroide 

38,970  545,4083 C30H56O8 6,44 MS1: 807, 782, 

760, 669, 625, 

589, 561 

MS2: 545 

Criptocariol C α-pirona 

 

Como já discutido anteriormente, utilizando-se reagente de revelação contendo ácido sulfúrico 

nas placas de CCD, a formação de bandas de coloração rosa-violeta pode caracterizar a presença 

de terpenos. Ainda, a presença de bandas de coloração amarelada pode revelar a presença de 

chalconas e flavanonas glicosiladas (WAGNER e BLADT, 2001). Como pode ser observado 

na Tabela 9, na fração 8 obtida a partir da separação por HSCCC da fração apolar do extrato 

EtOH R, foram identificadas uma chalcona (licurosídeo), dois terpenos (14α-hidroxi-15-

acetoxisclareol e gaigrandina), além de um ácido graxo (ácido birsônico). As estruturas 

químicas das substâncias identificadas nessa fração são mostradas na Figura 63. 
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FIGURA 63 – Estruturas químicas das substâncias identificadas na fração 8 obtida a partir da separação por 

HSCCC da fração apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 

 

 

A análise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem para fração 8 exibiu o íon molecular precursor 

desprotonado [M–H]– de m/z 549, podendo sugerir uma massa molecular de 550, com fórmula 

molecular de C26H30O13. A fragmentação do íon precursor desprotonado produziu o íon de m/z 

237 [M–132-162–H2O-H]– como resultado da clivagem das unidades de açúcares pentose (132 

Da) e hexose (162 Da), somada à perda de uma molécula de água e um hidrogênio (ZHENG et 

al., 2008). Sendo assim, segundo os padrões de fragmentação observadas e comparando-se aos 

dados de literatura e bancos de dados abertos (Metlin e MassBank), pode-se sugerir a presença 

da chalcona licurosídeo na espécie C. lineatifolia. O licurosídeo é frequentemente descrito em 

espécies de Glycyrrhiza (WANG et al., 2007; WANG et al., 2008; MARTINS et al., 2015), 

mas a presença de chalconas é descrita na literatura para espécies de Campomanesia, como C. 

adamantium (PAVAN et. al., 2009; LESCANO et al., 2018), C. pubescens (CARDOSO et al., 

2013) e C. reitziana (NESELLO et al., 2016).  

 

Para o diterpeno labdano, 14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, a análise em CLAE-ESI-MS de 

primeira ordem exibiu o íon molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 385, podendo 

sugerir uma massa molecular de 384, com fórmula molecular de C22H40O5. A fragmentação do 

íon precursor como aduto de sódio produziu o íon de m/z 364 [M-COH3+Na+]+, como resultado 

da clivagem de um grupo acetila da cadeia lateral. A presença deste diterpeno labdano é descrita 
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em espécies de Salvia, família Lamiaceae (MORIDI FARIMANI e MIRAN, 2014; ASKARI et 

al., 2021). Diterpenos labdanos são encontrados em várias outras espécies, como Cistus incanus 

e C. creticus (Cistaceae), Viburnum suspensum (Caprifoliaceae), Juniperus procera 

(Cupressaceae), Premma oligotricha (Verbenaceae), Alpinia galanga (Zingiberaceae), 

Aframomum danielli (Zingiberaceae), Hedychium coronarium (Zingiberaceae), Nicotiana 

glutinosa (Solanaceae), Cryptomeria japônica (Taxodiaceae), Andrographis paniculata 

Acanthaceae), Scoparia dulcis (Scrophulariaceae), Baccharis gaudichaudiana (Compositae), 

Phlomis younghusbandii e P. medicinalis (Labiatae), com suas respectivas atividades 

biológicas bem descritas, o que mostra uma distribuição ampla em angiospermas (SINGH, PAL 

e SHARMA, 1999). Na composição química do óleo essencial obtido a partir de folhas e 

também em extratos de algumas espécies de Campomanesia, tais como C. adamantium, C. 

phaea, C. aurea, C. guazumifolia, C. rhombea, C. xanthocarpa e C. lineatifolia, foi 

demonstrado que estas espécies têm uma quantidade considerável de terpenos (LIMBERGER 

et al., 2001; OSORIO et al., 2006; COUTINHO et al., 2009; KLAFKE et al., 2012; 

LORENÇONI et al., 2020). Neste estudo, pode-se sugerir a presença do diterpeno tipo labdano 

14α-hidroxi-15-acetoxisclareol na espécie C. lineatifolia (Myrtaceae). 

 

A lactona sesquiterpênica identificada na espécie C. lineatifolia, gaigrandina, exibiu o íon 

molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 425 e, segundo os padrões de fragmentação 

observados e comparando-se aos dados de literatura (AHMED et al., 2017), pode-se sugerir 

uma massa molecular de 424, com fórmula molecular de C22H32O8. A fragmentação do íon 

precursor protonado produziu o íon Y0 de m/z 365 [M–COCH3–H2O+2H]2+, como resultado da 

perda de um grupo acetila (43 Da) e uma molécula de água (18 Da). Outro fragmento de m/z 

281 [Y0-C5H7O-H]+ também pode ser observado como resultado da perda adicional do grupo 

angeloil (83 Da). Na sequência da fragmentação deste último íon, outro fragmento de m/z 253 

é observado [Y0-C5H7O-C2H4]
+, como resultado da clivagem do grupo eteno terminal (28 Da). 

A gaigrandina (9-O-desacetilspatulina-2-O-angelato) foi isolada e identificada nas espécies 

Helenium alternifolius e Gaillardia grandiflora, ambas da família Asteraceae. Para estas 

espécies, foi demonstrada a relação das lactonas sesquiterpênicas com atividade gástrica 

citoprotetora, reafirmando o uso popular para tratamento de úlceras pépticas (GIORDANO et 

al., 1990; WHAZIN, GATILOV e ADEKENEV, 1995). A presença de lactonas 

sesquiterpênicas é descrita em outras espécies de Campomanesia, tais como C. adamantium 
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(COUTINHO et al., 2009) e C. phaea (LORENÇONI et al., 2020) e, neste estudo, é sugerida a 

presença da gaigrandina na espécie C. lineatifolia. 

  

Ácidos graxos são substâncias comumente encontradas nas plantas, tendo em vista sua 

participação em processos metabólitos primários (DEWICK, 2009). A análise em CLAE-ESI-

MS de primeira ordem exibiu o íon molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 457, podendo 

sugerir uma massa molecular de 456, com fórmula molecular de C26H48O6. O padrão de 

fragmentação e as análises em bancos de dados sugerem a estrutura do ácido birsônico. Este 

ácido graxo é descrito na espécie Byrsonima intermedia (Malpighiaceae) (REIS et al., 2007), 

planta esta utilizada tradicionalmente para tratar desordens gastrointestinais (SANTOS et al., 

2012).  

 

Na fração 9, foram identificados uma β-tricetona (champanona D), um segundo ácido graxo 

(ácido heptanoico), um esteroide (decumbesterona A) e uma α-pirona (criptocariol C). As 

estruturas químicas das substâncias nessa fração são mostradas na Figura 64. 

 

FIGURA 64 – Estruturas químicas das substâncias identificadas na fração 9 obtida a partir da separação por 

HSCCC da fração apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 

 

 

A análise por CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o íon molecular precursor protonado 

[M+H]+ de m/z 317, podendo sugerir uma massa molecular de 316, com fórmula molecular de 



157 

 

 

 

C18H20O5. A fragmentação do íon precursor protonado produziu o íon Y0 de m/z 302 [M–

CH3+H]+ como resultado da clivagem de um grupo metila (15 Da) e o fragmento de m/z 261 

[Y0 –C2H2O+H]+. Em MS2, observa-se a presença de íon de m/z 288 [M–C2H4]
+, como resultado 

da clivagem do grupo eteno (28 Da). Todos esses fragmentos são característicos de unidades 

de β-tricetonas. Em um estudo de caracterização da composição química de extratos voláteis 

da polpa, cascas, folhas e sementes de C. lineatifolia (OSORIO et al., 2006) foi demonstrada a 

presença de diversas substâncias que consistiram, principalmente, de terpenoides, álcoois, 

ácidos carboxílicos, ésteres, C13-norisoprenoides, compostos furânicos e β-tricetonas, sendo 

esta última classe, detectada como constituintes majoritários em todos os extratos. As β-

tricetonas identificadas nesse estudo incluíram o ácido sincárpico e champanonas A-F, 

confirmando a identificação da champanona D na espécie. 

 

Como já descrito, ácidos graxos são substâncias comumente encontradas nas plantas, tendo em 

vista sua participação em processos metabólitos primários (DEWICK, 2009). A análise em 

CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o íon molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 

473, podendo sugerir uma massa molecular de 472, com fórmula molecular de C26H48O7. A 

fragmentação MS1 do íon precursor protonado produziu o íon de m/z 458 [M–CH3+H]+ como 

resultado da clivagem de um grupo metila (15 Da), um fragmento de m/z 360 [M–C7H13O+H]+, 

como resultado da clivagem do grupo lateral acila (113 Da), outro fragmento de m/z 133 [M-

3C7H13O]+, característico de triacil graxos. A presença do ácido heptanoico é descrita na espécie 

Acanthopanax brachypus (Araliaceae), a qual é utilizada tradicionalmente na medicina chinesa 

para diversas patologias, inclusive úlcera gástrica (HU, HU e ZHENG, 2009; HU, ZHENG e 

HU, 2013). Neste estudo, sugere-se a presença de ácido heptanoico (pentaeritritil triheptanoato) 

na espécie de C. lineatifolia. 

 

A presença do fitoecdisteroide decumbesterona A é descrita nas espécies Ajuga decumbens 

(Lamiaceae), Aegiceras corniculatum (Primulaceae) e Cyathula officinalis (Amaranthaceae) 

(TAKASAKI et al., 1999; OKUZUMI et al., 2005; LUO et al., 2019). Estas espécies são 

tradicionalmente utilizadas na medicina para tratar condições inflamatórias, disenteria e 

distúrbios gastrintestinais, dentre outras afecções (TAKASAKI et al., 1999; ISRAILI e 

LYOUSSI, 2009). Neste estudo, a presença da decumbesterona A é sugerida na espécie C. 

lineatifolia, de acordo com o perfil de fragmentação em LC/MS observados e comparando-se 

em bancos de dados, conforme análise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem, que exibiu o íon 
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molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 507, podendo sugerir uma massa molecular de 

506, com fórmula molecular de C29H46O7. A fragmentação MS1 do íon precursor protonado 

produziu o íon de m/z 463 [M–CO2+H]+ como resultado da clivagem do dióxido de carbono 

(44 Da), demonstrado a presença do grupo carbonila na molécula.  

 

A α-pirona, criptocariol C, exibiu o íon molecular precursor protonado [M+H]+ de m/z 545, 

podendo sugerir uma massa molecular de 544, com fórmula molecular de C30H56O8. A presença 

do íon de m/z 589 sugere a formação de um aduto de ácido fórmico com o íon molecular 

[M+CH2O2-H]+. Criptocariols (A-H) são descritos em espécies de Cryptocarya (Lauraceae) e 

esses derivados de α-pironas mostram atividades anti-inflamatórias importantes, além de 

potenciais moléculas supressoras de tumor (GRKOVIC et al., 2011). De acordo com os padrões 

de fragmentação e comparação aos bancos de dados, é possível propor a presença do 

criptocariol C na espécie C. lineatifolia. 

 

Objetivando-se o isolamento e a purificação das substâncias majoritárias presentes na fração 

10, esta foi submetida a uma CCD em camada preparativa. Foram isoladas duas substâncias 

químicas (FIGURA 65), nomeadas Ap1 e Ap2, mas em função da quantidade obtida em massa, 

apenas uma foi identificada (Ap1). Análise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o íon 

molecular precursor desprotonado [M–H]– de m/z 265, podendo sugerir uma massa molecular 

de 266, com fórmula molecular de C15H22O4. Ainda em MS1, observou-se a presença de aduto 

de sódio (23 Da) e ácido fórmico (46 Da) com o íon molecular, m/z 333 [M+Na+CH2O2–H]–, 

comum em ESI no modo negativo. A fragmentação MS2 do íon precursor produziu o íon Y0
− 

de m/z 165 [M–C5H9O–CH3]
– como resultado da clivagem do grupo lateral acila e outro grupo 

metila e o íon de m/z 96 [Y0–C4H6O]−, resultado da clivagem de um grupo dimetil ceteno, 

característicos de unidades de β-tricetonas (OSORIO et al., 2006), estão de acordo com a 

substância Ap1, identificada como (iso)leptospermona. Como a amostra não estava pura, 

também foi identificada a miricitrina, já previamente demonstrada na fração polar.  
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FIGURA 65 – Cromatografia em camada delgada das substâncias químicas isoladas da 

fração 10 obtida a partir da fração apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.  

 
Eluição em Acetato de etila: Ácido fórmico: Ácido acético: Água (100:11:11:26, v/v). 

 

Como já descrito anteriormente, Osorio et al. (2006) em um estudo de caracterização da 

composição química de extratos voláteis da polpa, cascas, folhas e sementes de C. lineatifolia 

demonstrou a presença de β-tricetonas como constituintes majoritários em todos os extratos 

analisados. As β-tricetonas são caracterizadas por apresentarem quatro substituintes metila em 

um anel de seis membros e uma cadeia lateral acila (FIGURA 66A) e, raramente, estão 

presentes em produtos naturais, sendo encontradas principalmente em árvores e arbustos da 

família Myrtaceae, particularmente, nos gêneros Eucalyptus, Leptospermum, Xanthostemon, 

Darwinia, Backhousia, Baeckea, Calytrix e Melaleuca (HELLYER 1968, GHISALBERTI 

1996). A leptospermona (FIGURA 66B) é uma β-tricetona derivada de um anel tetrametilado 

do floroglucinol e pode co-ocorrer com seu isômero isoleptospermona (FIGURA 66C) (VAN 

KLINK et al., 1999) e, pela primeira vez, foi identificada neste estudo na espécie C. lineatifolia. 

 

FIGURA 66 – Estrutura química das β-tricetonas (A): leptospermona (B) e isoleptospermona 

(C), identificadas na fração apolar do extrato etanólico otimizado das folhas de C. lineatifolia. 

 

Ap1 Ap2 
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Finalizadas as análises fitoquímicas para as frações polar, apolar e chá, foi proposto um estudo 

de otimização da separação por HSCCC, de acordo com a metodologia adaptada de Kamto et 

al. (2017) para a identificação das substâncias fenólicas minoritárias presentes na fração polar 

do extrato etanólico. Utilizando-se uma combinação de modos de eluição isocrático e gradiente 

(Tabela 10), dezessete substâncias foram isoladas e dessas, oito identificadas por  CLAE/EM, 

tendo em vista o rendimento em massa ter sido muito pequeno para a análise em RMN das 

outras nove substâncias. 

 

Tabela 10 – Descrição das condições cromatográficas em HSCCC e rendimentos de massa das frações obtidas a 

partir da fração polar do extrato etanólico de Campomanesia lineatifolia. 

Massa da 

amostra 

Sistema de 

solventes 

Fluxo 

(mL/min) 

Modo de 

eluição/Fase 

da eluição 

Retenção da fase 

estacionária (%) 

Frações Rendimento 

de massa 

(mg) 

Fração polar 

do EtOH R 

(1,9323 g) 

Hex-EtOH-

H2O (4:2:2) 

4 Isocrático/Fase 

reversa 

75 A 

B 

C 

D 

E 

0,4  

1,481 

25,2 

8,9 

8,6 

Fração B 

(1,481 g) 

AcOEt-H2O 

(1:1) 

4 Isocrático/Fase 

reversa 

70,6 B1 

B2 

B3 

975,4 

79,5 

35,1 

Fração B1 

(975,4 mg) 

AcOEt-n-

BuOH-H2O 

(X:Y:10) 

2 Gradiente/Fase 

normal 

70,6 B1a 

B1b 

B1c 

B1d 

B1e 

B1f 

B1g 

B1h 

B1i 

0,7 

1,0 

5,2 

8,8 

130,7 

10,9 

10,5 

11,8 

84,1 

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etanólico otimizado 

das folhas de C. lineatifolia; Hex = hexano; EtOH = etanol; H2O = água; AcOEt = acetato de etila; n-BuOH = n-

butanol. 

 

Primeiramente, a fração polar extrato EtOH R de C. lineatifolia foi fracionado por meio da 

HSCCC utilizando-se um sistema genérico de solventes, Hex-EtOH-H2O.  Este sistema ternário 

de solventes é composto por dois solventes imiscíveis, hexano e água, os quais são, 

respectivamente, apolar e muito polar. O etanol atua como um modificador orgânico, o que 

torna esse sistema de solventes ideal para a separação de matrizes complexas (KAMTO et al., 

2017), neste caso, o extrato bruto de C. lineatifolia. A proporção selecionada do sistema (4:2:2) 

permitiu uma boa distribuição das substâncias polares e apolares presentes na fração do extrato 

nas fases inferior e superior, respectivamente, e a fase inferior foi usada no modo de eluição 

cabeça-cauda, em fase reversa, num fluxo de 4,0 mL/min. Foram coletadas 30 frações, as quais 

foram agrupadas conforme similaridade em CCD, resultando em cinco frações nomeadas de 
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A–E. Como pode ser observado na Figura 67A e Tabela 10, a maioria das substâncias foram 

obtidas nas primeiras frações polares, B e C. A fração B foi submetida à nova separação, em 

modo isocrático (descrito a seguir) e as frações C e D agrupadas por similaridade e plotadas em 

cromatografia em placa preparativa. Como resultado da placa preparativa, foram isoladas 

quatro substâncias (FIGURA 67B) que, após revelação com ácido sulfúrico, apresentaram-se 

com coloração rosa-violeta, o que pode caracterizar a presença de terpenos glicosilados 

(WAGNER e BLADT, 2001). Tendo em vista o baixo rendimento obtido em massa dessas 

substâncias, as identificações não foram possíveis.  

 

FIGURA 67 – Cromatografia em camada delgada das cinco frações agrupadas (A), obtidas da fração polar do 

EtOH R, resultantes da CCC em sistema de solventes Hex-EtOH-H2O (4:2:2), em modo de eluição isocrático. (B) 

Substâncias isoladas das frações C e D, após cromatografia em placa preparativa. 

 

 

 

Em sequência, a fração B foi fracionada utilizando-se o sistema de solventes EtOAc:H2O (1:1) 

em uma eluição isocrática. Foram coletadas 20 subfrações, as quais foram agrupadas conforme 

similaridade em CCD, resultando em três subfrações (B1-B3) (FIGURA 68). A subfração B1 

foi submetida à nova separação, em modo gradiente (descrito a seguir) e as subfrações B2 e B3 

foram purificadas em coluna de exclusão molecular (Sephadex LH-20).  

 

 

B 

A 
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FIGURA 68 – Cromatografia em camada delgada das três subfrações B1, B2 e B3 agrupadas, obtidas da fração 

B do extrato EtOH R (fração polar) resultantes da CCC em sistema de solventes EtOAc-H2O (1:1), em modo de 

eluição isocrático. 

 

 

A subfração B1 foi purificada utilizando-se o modo de eluição gradiente, em sistema de 

solventes AcOEt-n-BuOH-H2O nas proporções: (9,5:0,5:10), (9:1:10), (8,5:1,5:10), (8:2:10), 

(7,5:2,5:10), (7:3:10), (6,5:3,5:10), (6:4:10), (5,5:4,5:10) e (5:5:10). As 100 frações obtidas 

foram agrupadas conforme similaridade em CCD, obtendo-se 9 subfrações (B1a-B1i) 

(FIGURA 69). 

 

FIGURA 69 – Cromatografia em camada delgada das subfrações resultantes da purificação da subfração B1, 

obtidas da CCC em sistema de solventes AcOEt-n-BuOH-H2O (X:Y:10), em modo gradiente de eluição. 

 
 

Com o objetivo de se purificar as substâncias fluorescentes presentes na CCD, as quatro últimas 

subfrações (B1f – B1i) foram submetidas à cromatografia em camada preparativa. Como 

resultado, cinco substâncias fluorescentes foram purificadas, mas, tendo em vista o baixo 

rendimento em massa obtido, não foi possível a identificação das mesmas. 

 

As bandas amarelas observadas na CCD em B2 e B3 foram purificadas em Sephadex e 

submetidas à análise por CLAE/EM, confirmando a presença dos flavonoides miricitrina e 

quercitrina, já identificados previamente. Outras seis substâncias purificadas em Sephadex 

(provenientes das subfrações B2 e B3), foram identificadas e, seus respectivos tempos de 
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retenção (Tr), peso molecular observado, fragmentos de cada substância química e suas 

identificações e classes são apresentados na Figura 70 e Tabela 11. 

 

FIGURA 70 – Cromatograma do pico base no modo negativo das subfrações B2 (A) e B3 (B) da fração polar 

da extração seletiva do EtOH R de Campomanesia lineatifolia por sistema de solventes HAMAg em 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. Para condições cromatográficas, vide item 5.2.11. 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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Tabela 11 – Substâncias químicas identificadas a partir das frações obtidas de HSCCC em sistema de eluição 

isocrático e gradiente, da fração polar do extrato etanólico otimizado das folhas de C. lineatifolia. 
Amostra Tr (min) [M – H]– Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

MSn Substância química  Classe 

B2 13,726 695, 4026 C37H60O12 1,8 MS1: 1137, 734, 

712, 649, 487, 

293 

MS2: 649, 487, 

207 

Hidroxi-acetil 

hidroshengmanol 

xilopiranosídeo 

Terpeno  

16,337 681,4066 C40H58O9 - MS1: 833, 795, 

766, 727, 704, 

591, 537, 491, 

429, 397, 355 

MS2: 664, 635, 

415, 397, 305, 

283, 235, 179, 

113, 89, 59 

Rubescensina M Terpeno 

21,183 317, 1384 C18H20O5 0,16 MS1: 1191, 1086, 

1058, 1032, 

1004, 978, 917, 

882, 820, 738, 

631, 595, 533, 

503, 474, 439, 

413, 344, 302, 

261, 211, 187, 

165, 123, 81, 59 

MS2: 707, 372, 

288, 253, 214, 

161, 135, 113, 

84, 58 

Champanona D Chalcona 

B3 21,247 675,3601 C33H56O14 0,55  MS1: 1001, 966, 

815, 789, 760, 

721, 535, 495, 

431, 397, 325, 

299, 277 

MS2: 968, 632, 

542, 456, 415, 

397, 361, 305, 

277, 235, 209, 

179, 125, 101, 71 

Gingerglicolipídio A Glicolipí-deo 

29,133 681,3932 C40H58O9 3,8 MS1: 833, 795, 

766, 727, 704, 

591, 537, 491, 

429, 397, 355 

MS2: 664, 635, 

415, 397, 305, 

283, 235, 179, 

113, 89, 59 

Rubescensina M Terpeno 

32,075 265,1458 C15H22O4 4,76 MS1: 833, 695, 

657, 553, 333, 

297, 97 

MS2: 165, 97, 80 

(iso)leptospermona β-tricetona 

 

As substâncias champanona D e (iso)leptospermona foram identificadas anteriormente nas 

frações polar e apolar, respectivamente, e apresentaram semelhantes padrões de fragmentação, 

confirmando a presença dessas substâncias na espécie C. lineatifolia. As estruturas das outras 

substâncias identificadas são mostradas na Figura 71, a seguir. 
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FIGURA 71 – Estruturas químicas das substâncias identificadas nas frações B2 e B3 obtidas a partir da separação 

por HSCCC da fração polar do extrato EtOH R de C. lineatifolia. 

 

 

A análise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem da fração B2 exibiu o íon molecular precursor 

desprotonado [M–H]– de m/z 695, podendo sugerir uma massa molecular de 696, com fórmula 

molecular de C37H60O12. A fragmentação do íon precursor produziu o íon de m/z 649 [M–

CH3CO–3H]– como resultado da clivagem de um grupo acetila lateral (43 Da). O triterpenoide 

tipo cicloartano, hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosídeo é descrito na espécie 

Cimicifuga acerina (Ranunculaceae) (ZHANG et al., 2001) e na família Myrtaceae, em 

Eucalyptus sideroxylon (OKBA, GEDAILY e ASHOUR, 2017). Para essas espécies, é descrito 

o uso na medicina tradicional para o tratamento condições inflamatórias, além de potencial 

agente antimicrobiano relacionado aos seus constituintes. Neste estudo, conforme padrões de 

fragmentações e dados da literatura e bancos de dados, sugere-se a presença do triterpeno 

hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosídeo na espécie C. lineatifolia. 

 

Para a rubescensina M, a análise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem exibiu o íon molecular 

precursor desprotonado [M–H]– de m/z 681, podendo sugerir uma massa molecular de 682, com 

fórmula molecular de C40H58O9. O padrão de fragmentação observado em MS2 produziu dois 

íons, um de m/z de 397 [M–C19H27O2]
– e outro de m/z 283 [M–C21H31O7–3H] –, como resultado 

da clivagem da molécula em duas unidades diterpênicas, sugerindo ser um diterpeno tipo 

abietano, com padrão semelhante à rubescensina, como encontrado na espécie Isodon 

rubescens, família Lamiaceae (HAN et al., 2004). Diterpenos do tipo abietano também são 
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descritos em outras espécies dessa mesma família, como em Plectranthus barbatus (falso-boldo 

ou boldo-brasileiro) e Hyptis martiusii (cidreira-brava), as quais são tradicionalmente utilizadas 

para o tratamento de distúrbios gastrintestinais (COSTA-LOTUFO et al., 2004; 

ALBUQUERQUE et al., 2007). Neste estudo, considerando os padrões de fragmentação e em 

comparação a bancos de dados e literatura, é sugerida a presença da rubescensina M na espécie 

C. lineatifolia. 

 

Para o gingerglicolipídio A, a análise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem exibiu o íon 

molecular precursor desprotonado [M–H]– de m/z 675, podendo sugerir uma massa molecular 

de 676, com fórmula molecular de C33H56O14. A fragmentação do íon precursor produziu o íon 

de m/z 325 [M–CH18H29O–C3H6O3]
– como resultado da clivagem da cadeia lateral lipídica 

ligada ao açúcar (350 Da). Em MS2, a fragmentação do íon precursor produziu o íon Y0 de m/z 

415 [M–CH18H29O]– como resultado da clivagem da cadeia lateral acila. Outros fragmentos 

podem ser observados em m/z 397 [Y0–H2O]– e m/z 361 [Y0–2H2O]–, correspondendo a perdas 

sucessivas de moléculas de água. O gingerglicolipídio A é um dos três monoacildigalactosil 

gliceróis identificados no rizoma de espécies de Zingiber (Zingiberaceae), comumente referidos 

como “ginger”, apesar de ter sido também descrito nas folhas da espécie Sideroxylon 

obtusifolium (Sapotaceae), uma planta medicinal brasileira usada tradicionalmente como anti-

inflamatória e Capsicum annuum (Solanaceae), também utilizada na medicina para este fim 

(GUEVARA et al., 2021). Este glicolipídio tem sido associado como um dos princípios 

“estomáquicos” presentes no gengibre, com sua utilização no tratamento da úlcera gástrica 

(YOSHIKAWA et al., 1994; PASSOS OLIVEIRA et al., 2012) e, pela primeira vez, foi 

identificada na espécie C. lineatifolia. 

 

5.4 Conclusão 

 

Ensaios de injeção e coinjeção com padrões autênticos, análises cromatográficas e 

espectroscópicas permitiram identificar a presença dos flavonoides catequina, quercitrina e 

miricitrina, sendo esta última, descrita pela primeira vez na espécie C. lineatifolia.  

 

Com a utilização das técnicas de HSCCC, cromatografia por exclusão molecular e 

cromatografia em camada delgada preparativa, na fração polar do extrato foi possível o 

isolamento e purificação de dois flavonoides, os quais foram posteriormente identificados como 
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sendo quercetrina e miricetrina, por técnicas de RMN 13C e 1H, CLAE-ESI-EM e EM-EM. 

Para a fração apolar, a partir das mesmas técnicas, foi possível o isolamento de oito substâncias, 

identificadas como ácido birsônico, 14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, gaigrandina, licurosídeo, 

decumbesterona A, ácido heptanoico, criptocariol C e champanona D. Além disso, a otimização 

da técnica por HSCCC permitiu o isolamento de dezessete substâncias, sendo cinco delas 

identificadas por técnicas de RMN 13C e 1H, CLAE-ESI-EM e EM-EM como champanona D, 

(iso)leptospermona, hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosídeo, rubescensina M e 

gingerglicolipídio A. 

 

Neste estudo, um total de quinze substâncias químicas foram identificadas na espécie C. 

lineatifolia, sendo doze delas inéditas para a espécie, o que pode contribuir para sua 

padronização químico-biológica e validar o seu uso tradicional como gastroprotetora e anti-

úlcera gástrica. 
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CAPÍTULO 6: ANÁLISE QUÍMICA DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

6.1 Introdução 

 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que os extratos e 

frações de folhas de Campomanesia lineatifolia protegem a mucosa gástrica em modelos 

experimentais de lesões gástricas induzidas por etanol e indometacina (MADALOSSO et al., 

2012). Além deste resultado, foi demonstrado que os efeitos gastroprotetores parecem estar 

relacionados com as suas propriedades antioxidantes e seu conteúdo de polifenólicos. Num 

estudo de plantas medicinais brasileiras, Henriques et al. (2016) demonstraram atividade 

inibitória de extrato etanólico de C. lineatifolia para o TNF-α, em modelo in vitro. Embora 

vários estudos tenham mostrado que plantas e extratos/constituintes vegetais 

apresentamatividade anti-H. pylori e ação gastroprotetora, nos últimos anos, poucos trabalhos 

descreveram os efeitos de óleos essenciais específicos no crescimento e viabilidade da H. pylori 

(KORONA-GLOWNIAK et al., 2020). 

 

Considerando uma relação causal entre a úlcera gástrica e a infecção por Helicobacter pylori, 

foi proposto um estudo para se evidenciar se o óleo essencial de folhas de C. lineatifolia (OE) 

apresenta atividade anti-Helicobacter pylori. O objetivo deste estudo foi identificar a 

composição química do OE e avaliar a atividade anti-H. pylori (Capítulo 9), visando a utilização 

da planta como agente alternativo ou adjuvante da terapia atual para o tratamento das infecções 

por H. pylori. Tanto quanto se conhece na literatura, este estudo investiga, pela primeira vez, a 

composição química e sua relação com a atividade anti-H. pylori do óleo essencial de folhas de 

C. lineatifolia. 

 

6.2 Materiais e Métodos 

 

6.2.1 Material vegetal 

 

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de 

2020, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte – MG (GPS 19° 52’ 9.87’’ S; 43° 58’ 12.04’’ W). O material vegetal foi identificado 
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pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbário da Universidade Federal de 

Minas Gerais, sob o número BHCB 150606.  O registro no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o 

código A216C7C. 

 

6.2.2 Extração do óleo essencial 

 

O OE foi extraído das folhas frescas de C. lineatifolia por hidrodestilação, utilizando-se um 

aparelho do tipo Clevenger. A extração foi efetuada durante 3 h, utilizando-se 143 g das folhas 

frescas e rasuradas em 1000 mL de água destilada. O OE obtido foi seco com sulfato de sódio 

anidro (Dinâmica Química Contemporânea Ltda), e concentrado sob pressão reduzida por 

rotaevaporador para evaporar a água. O óleo puro foi armazenado a -25°C até ser novamente 

analisado. O rendimento do óleo essencial foi de 0,5 mL. 

 

6.2.3 Análise do óleo essencial 

 

Para a identificação dos constituintes químicos do OE utilizou-se um equipamento de 

cromatografia gasosa, acoplada ao espectrômetro de massas (CG-EM). A análise em CG-EM 

foi realizada em triplicata, usando um cromatógrafo a gás Hewlett-Packard 6890N acoplado a 

um detector seletivo de massa 5975B (MSD; Agilent Technologies, EUA), operando a 70 eV 

numa faixa de massa de 35-500 u.m.a., com velocidade de varredura de 0,34 e equipado com 

uma coluna capilar de sílica fundida DB-5MS (5% fenilmetilsiloxano; comprimento-30m, 

Diâmetro interno-0,25mm, Espessura do filme-0,25μm). A temperatura do forno foi elevada de 

70°C para 290°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/min e mantida isotérmica por 10 minutos; 

temperatura do injetor, 250°C; temperatura da interface, 300°C; gás Hélio carreador a 1,0 

mL/min. Cada ml de óleo de amostra foi dissolvido em Et2O na proporção 1:1000 e injetado 

em modo de divisão pulsante. O fluxo foi de 1,5 mL/min durante os primeiros trinta segundos 

(0,50 min), depois modificado para 1,0 mL/min; razão de divisão (Split ratio) 40:1. A 

identificação dos constituintes foi baseada na comparação de seus índices de retenção linear 

(IR) relativos à série de n-hidrocarbonetos (C6-C40) calculados experimentalmente e 

respectivos dados de espectrometria de massas, ambos comparados àqueles da biblioteca 

National Institute of Standards and Technology (NIST), Wiley e dados da literatura. 
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6.3 Resultados e Discussão 

 

A análise química em CG/EM do óleo essencial de C. lineatifolia mostrou a presença de oito 

substâncias que representaram 98,09% da composição total (FIGURA 72). As substâncias 

majoritárias identificadas foram, nessa ordem, o 3-hexen-1-ol (46,15%), α-cadinol (20,35%), 

1,1-dietoxietano (13,08%), e 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno (10,78%), 

seguidos pelo aromadendreno 2 (3,0%), e [3S-(3α, 3aα, 6α, 8aα)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-

trimetil-8-metileno-3H-3a,6-metanoazuleno (2,99%). Outras substâncias minoritárias como α-

bisabolol (0,94%) e β-curcumeno (0,8%) também foram detectadas no óleo (TABELA 12). As 

estruturas das substâncias químicas identificadas são apresentadas na Figura 73. 

 

FIGURA 72 – Perfil cromatográfico do óleo essencial das folhas de C. lineatifolia, em cromatografia gasosa 

acoplada à espectrômetro de massas. 
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Tabela 12 – Substâncias químicas identificadas no óleo essencial das folhas de C. lineatifolia. 

Substância química 

(pico) 

Tr 

(min) 

IR Massa 

molecular 

Fórmula 

molecular 

% MS ID 

1,1-dietoxietano (1) 2,483 718 118 C6H14O2 13,08 103, 75, 73, 

61, 47, 45, 

43, 31, 29 

NIST + Willner, 

Granvogl e 

Schieberle 

(2013) 

3-hexen-1-ol (2) 3,523 850 100 C6H12O 46,15 82, 79, 72, 

69, 67, 65, 

57, 55, 53, 

51, 41, 39 

NIST + 

Marongiu et al. 

(2001) 

2,3-diciano-7,7-dimetil-

5,6-benzonorbornadieno 

(3) 

18,158 1506 220 C15H12N2 10,78 223, 221, 

207, 206, 

205 

Wiley 

[3S-(3α, 3aα, 6α, 8aα)]-

4,5,6,7,8,8a-hexahidro-

3,7,7-trimetil-8-

metileno-3H-3a,6-

metanoazuleno (4) 

20,044 1586 202 C15H22 2,99 187, 159, 

145, 131, 

119, 105, 91, 

77 

Fragmentação 

em GC/MS, 

Kang e Monti 

(1984) 

Aromadendreno (5) 20,275 1596 204 C15H24 3,0 161, 133, 

119, 105, 93, 

91, 81, 79 

NIST + 

Maghsoodlou et 

al., 2015 

β-curcumeno (6) 21,547 1652 204 C15H24 0,8 161, 119, 

105, 93, 81, 

55, 41 

Wiley + Lucero, 

Estell e 

Fredrickson, 

2003 

α-bisabolol (7) 21,555 1652 222 C15H26O 0,94 204, 161, 

119, 105, 93, 

69, 41 

NIST + Zheng 

et al., 2004 

α-cadinol (8) 21,809 1664 222 C15H26O 20,35 204, 189, 

161, 134, 

121, 109, 

105, 95, 81, 

71 

NIST + Yu et 

al. (2004) 

Tr, tempo de retenção; IR, Índice de Retenção; %, percentual relativo obtido a partir da área do pico; MS, 

fragmentos do espectro de massas. ID, identificação proposta conforme espectro de massas comparado à biblioteca 

NIST ou Wiley / literatura e índice de retenção de acordo com a literatura. 

 

 

FIGURA 73 – Estruturas químicas das substâncias identificadas no óleo essencial de C. lineatifolia. 

 

 

A análise da composição química do óleo essencial das folhas de C. lineatifolia consistiu 

principalmente de um álcool, um éter e sesquiterpenos, como constituintes majoritários. Osorio 
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et al. (2006) demonstraram que a presença de álcoois foi predominantemente caracterizada no 

extrato volátil das folhas de C. lineatifolia, dentre eles o (Z)-3-hexenol como um dos 

constituintes majoritários. Ainda, os sesquiterpenos cadinanos, β-cadinol, γ-cadinol e δ-cadinol 

também foram identificados. De maneira semelhante, neste estudo, o álcool 3-hexen-1-ol (2) 

correspondeu à substância majoritária do óleo essencial e o sesquiterpeno cadinano, o α-cadinol 

(8), foi identificado na espécie.  

 

A análise fitoquímica das folhas de goiabeira, Psidium guajava (Myrtaceae), da mesma família 

da espécie C. lineatifolia, registra a presença do acetal 1,1-dietoxietano (1), como um dos 

constituintes que conferem aroma de frutas (CRAVEIRO et al., 1981). Neste estudo, a presença 

deste acetal é descrito pela primeira vez na espécie. 

 

A substância 3, 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno, é descrita em um estudo da 

composição química de óleos essenciais isolados das espécies Mentha microphylla (Labiatae) 

e Lantana camara (Verbenaceae) (ABDELGALEIL, 2006), com atividades inseticidas e 

fungicidas relacionadas. Neste estudo, a presença deste sesquiterpeno é descrita pela primeira 

vez na espécie C. lineatifolia. 

 

[3S-(3α,3aα,6α,8aα)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-3H-3a,6-

metanoazuleno (4) apresentou perfil de fragmentação idêntico ao derivado dieno do 

sesquiterpeno zizanol, encontrado na espécie Vetiveria zizanioides (L.) Nash, sin. Chrysopogon 

zizanioides (L.) Roberty (Poaceae) (KANG e MONTI, 1984). O óleo de vetiver é comumente 

utilizado na indústria de perfumes e como agente flavorizante na indústria alimentícia 

(MARTINEZ et al., 2004). Além de seu aroma especial, são descritas atividades antioxidantes 

(LUQMAN et al., 2009), antibacterianas (LUQMAN et al., 2005) e anti-inflamatórias 

(BALASANKAR et al., 2013). Neste estudo, a presença desta substância é descrita pela 

primeira vez na espécie C. lineatifolia. 

 

Aromadendreno (5) é descrito em várias espécies da família Myrtaceae, como em Eucalyptus 

sp. (Myrtaceae) (MAGHSOODLOU et al., 2015; YANGUI et al., 2017), Psidium guajava 

(ELIZALDE-GONZÁLEZ et al., 2020) e Lophomyrtus sp. (WOOLLARD et al., 2008). 

Mulyaningsih et al. (2010) identificaram que o aromadendreno aparentemente contribui 

significativamente para a atividade antimicrobiana do óleo essencial de E. globulus, 
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marcadamente em bactérias multirresistentes, como Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis resistente à vancomicina (VRE), além de atividade 

contra a bactéria gram-negativa Acinetobacter baumanii, demonstrando o potencial desta 

substância para testes contra H. pylori. Neste estudo, a presença deste sequisterpeno foi descrita 

pela primeira vez na espécie C. lineatifolia. 

 

O β-curcumeno (6) é identificado como sendo um dos constituintes majoritários no óleo 

essencial de rizomas de Curcuma amada e C. longa (Zingiberaceae) (SRIVASTAVA, 

SRIVASTAVA e SHAH, 2001; BRASIL, 2015). A Curcuma sp. é utilizada tradicionalmente 

para tratamento de várias doenças intestinais, febre e icterícia (JAIN, 1995) e sua atividade anti-

H. pylori tem sido descrita (ZAIDI et al., 2009; KOOSIRIRAT et al., 2010). Na família 

Myrtaceae, o γ-curcumeno é descrito no óleo essencial das folhas de Eucalyptus microtheca 

(MAGHSOODLOU et al., 2015) e β-curcumeno, na espécie Myrcia sylvatica (SILVA et al., 

2016). Neste estudo, a presença do sesquiterpeno β-curcumeno é descrita pela primeira vez na 

espécie C. lineatifolia. 

 

O sesquiterpeno α-bisabolol (7) é descrito na espécie Plinia cerrocampanensis (Myrtaceae) 

como sendo o constituinte majoritário no óleo essencial obtido das folhas, com potente 

atividade anti-H. pylori (VILA et al., 2010). Brehm-Stecher e Johnson (2003) descrevem que 

o bisabolol é capaz de aumentar a permeabilidade bacteriana e, consequentemente, a 

suscetibilidade a antibióticos de importância na clínica. Em espécies de Psidium (Myrtaceae), 

a presença deste sesquiterpeno nos óleos essenciais também é descrita (DIAS et al., 2018). 

Neste estudo, a presença do sesquiterpeno α-bisabolol é descrita pela primeira vez na espécie 

C. lineatifolia. 

 

6.4 Conclusões 

 

Por meio das análises em CG/EM, foi possível a identificação de oito substâncias químicas no 

óleo essencial obtido das folhas de C. lineatifolia, que representaram 98,09% da composição 

total. As substâncias químicas identificadas neste estudo apresentam dados consistentes na 

literatura que orientam a condução dos ensaios de atividade anti-H. pylori, demonstrando o seu 

potencial para o tratamento de úlceras gástricas associadas à infecção por essa bactéria. 
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CAPÍTULO 7: ESTUDOS MECANÍSTICOS DA ATIVIDADE 

GASTROPROTETORA E ANTI-INFLAMATÓRIA EM ENSAIOS 

IN VITRO E IN VIVO 

 

7.1 Introdução 

 

As propriedades anti-inflamatórias de espécies de Campomanesia têm sido demonstradas em 

diversos estudos, relacionando a presença de constituintes químicos fenólicos como flavonoides 

e terpenoides, com seus efeitos inibitórios de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6,  e 

NO, fator de transcrição NF-κB, atividade de COX-1 e COX-2 e redução de radicais livres, 

além do aumento da produção de IL-10, citocina imunomoduladora (FERREIRA et al., 2013; 

HENRIQUES et al., 2016; LESCANO et al., 2018; LORENÇONI et al., 2020). 

 

A gastroproteção para a espécie C. lineatifolia é demonstrada em estudos prévios de nosso 

grupo de pesquisa (MADALOSSO et al., 2012), relacionando um aumento da secreção do muco 

protetor e redução das áreas de lesões gástricas em pré-tratamento com o extrato etanólico e a 

fração acetato de etila obtida das folhas. 

 

Os trabalhos que descrevem a atividade anti-inflamatória na úlcera gástrica para a espécie C. 

lineatifolia ainda são escassos, o que mostra a importância deste estudo para a possível 

elucidação dos mecanismos gastroprotetores relacionados à planta. Neste trabalho, serão 

utilizados modelos in vitro para estudo de citocinas inflamatórias e dois modelos in vivo de 

lesão gástrica para proposta do mecanismo. 

 

7.2 Materiais e métodos 

 

7.2.1 Ensaios in vitro de inflamação 

 

7.2.1.1 Viabilidade celular  

 

Células monocíticas humanas da linhagem THP-1 (ATCC TIB-202) foram cultivadas em uma 

placa de cultura celular de 96 poços (100.000 células por poço) após indução da diferenciação 
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em macrófagos utilizando forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 10 ng.mL-1. As células foram 

incubadas ao meio (100μL) sem tratamento ou com tratamento do extrato etanólico de C. 

lineatifolia em diferentes concentrações (62,5; 125 e 250 µg/mL) por 2h, e depois com LPS 

(extraído de Escherichia coli sorotipo O:111:B4) na concentração final de 100 ng/mL por um 

período de 4h. Dexametasona (Sigma-Aldrich, 0,1 μM) foi utilizada como controle positivo. 

 

Para avaliar a viabilidade celular, o sobrenadante dos poços foi descartado e substituído por 

100μL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenilltetrazol (MTT) (MOSMANN, 1983) 

dissolvido em meio RPMI 1640 na concentração 500μg/mL. Em seguida, as placas foram 

incubadas por 1h e 30min, em condições de cultura, para metabolização do MTT. Decorrido o 

tempo de incubação, 100μL de DMSO foram adicionados a cada poço e a placa foi submetida 

à agitação por 15 minutos para dissolução dos cristais de formazan. A densidade óptica dos 

poços foi lida em 570 nm em espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices). A 

viabilidade celular foi determinada a partir da razão entre as células viáveis e o total de células, 

utilizando-se como referência de viabilidade as células não tratadas. Valores acima de 90% 

foram considerados não tóxicos para a linhagem de células THP-1. Todo o ensaio foi realizado 

em triplicata.  

 

7.2.1.2 Capacidade inibitória sobre a produção de TNF-α e ativação de NF-κB  

 

Células monocíticas humanas da linhagem THP-1 (ATCC TIB-202) foram cultivadas em uma 

placa de cultura celular de 24 poços (1 x 106 células por poço) após indução da diferenciação 

em macrófagos utilizando PMA 10 ng.mL-1. 

 

As células foram expostas ao meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (500μL) sem 

tratamento ou com tratamento do extrato etanólico de C. lineatifolia em diferentes 

concentrações (62,5; 125; 250 µg/mL e 3, 30 e 100 µg/mL), ou substâncias isoladas quercitrina 

e miricitrina (6,25; 12,5 e 25,0 μM) por 2h, e depois com LPS (extraído de Escherichia coli 

sorotipo O:111:B4) na concentração final de 100 ng/mL, como estímulo inflamatório. 

Dexametasona (Sigma-Aldrich, 0,1 μM) foi utilizada como controle positivo. Após incubação 

a 37 °C por 18h, as placas foram centrifugadas (1800 g, 5min, 16 °C), o sobrenadante de 4 

poços de cada grupo foi coletado e analisado para quantificação de TNF-α por ensaio 
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imunoenzimático (ELISA) empregando o kit TNF-alpha duo set, DY210 (R&D Systems, 

EUA). 

 

Para obtenção do extrato proteico para análise da ativação de NF-κB (IκBα e Erk1/2), as células 

THP-1 (pellet) foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS) 1X e lisadas pela adição de 100 

µL de solução de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 

mM de EDTA, 1 mM de NaVO3, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de NaCl, 25 mM 

de NaF, leupeptina e aprotinina) e deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, 

o lisado foi centrifugado a 10.000 g em microcentrífuga por 15 minutos a 4 °C, sendo o 

sobrenadante aliquotado e guardado à -20 °C até o momento de uso. 

 

Para realizar a dosagem de proteínas totais foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-

RadLaboratories) baseado no método de Bradford (1976). O ensaio foi realizado em uma 

microplaca de 96 poços (NUNC™) e consistiu na adição de 2 µL de cada amostra a 200 µL do 

corante diluído 5 vezes em água destilada, em duplicatas. Paralelamente, foi confeccionada uma 

curva padrão utilizando como solução padrão albumina bovina sérica (BSA) 1 mg/mL. Após 5 

minutos de incubação, a leitura foi feita em espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular 

Devices) a 595 nm. As absorbâncias das amostras foram comparadas com as absorbâncias da 

curva padrão, e as concentrações calculadas e expressas em mg/mL (ou μg/μL). 

 

Os extratos proteicos totais (60 µg) foram desnaturados, misturando-se a amostra com tampão 

LB 5X (10% SDS, 10% β-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0,05% azul de bromofenol, 0,250 M 

Tris/HCl pH 6,8) e a mistura mantida a 100 ºC por 5 minutos. Os extratos proteicos foram 

fracionados em gel de 10% de poliacrilamida/SDS. Ao final da corrida, foram transferidos para 

membrana de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare). 

 

As membranas para o imunoblot foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de 

leite em pó desnatado por uma hora. Em seguida, foram lavadas com PBS-Tween, e incubadas 

com o anticorpo de interesse a 4 °C por 24h. Após nova lavagem com PBS/Tween e incubação 

durante 1 hora à temperatura ambiente com o respectivo anticorpo secundário ligado à 

peroxidase, as membranas foram incubadas em solução reveladora ECL™ (GE Healthcare) e 

expostas contra filme de raio X (Hyperfilm ECL™, GE Healthcare). O filme foi revelado 

utilizando-se revelador e fixador (Kodak), conforme indicações do fabricante. Os anticorpos 
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utilizados foram: anti-P-IB e anti-P-Erk1/2 na concentração 1:1000 (CellSignaling 

Technology) e anti-β-actina 1:10000 (Sigma-Aldrich) e anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase - anti-coelho 1:3000 e anti-rato 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology). As análises 

densitométricas foram realizadas utilizando-se o programa Image J. Todo o ensaio foi realizado 

em triplicata. 

 

7.2.2 Ensaios in vivo de inflamação e gastroproteção 

 

Os estudos da atividade anti-inflamatória foram realizados em colaboração da Professora 

Lirlândia Pires de Sousa do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas e do Professor 

Renes Machado do Departamento de Produtos Farmacêuticos, ambos da Faculdade de 

Farmácia da UFMG. O modelo de lesão gástrica induzida por etanol foi realizado em 

colaboração com o Professor Carlos Alberto Tagliati, do Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas e o modelo de lesão gástrica induzida por indometacina em colaboração com o 

Professor Renes de Resende Machado, do Departamento de Produtos Farmacêuticos, ambos da 

Faculdade de Farmácia da UFMG. 

 

Para os modelos de lesão gástrica induzida por etanol e indometacina foi utilizado um total de 

oitenta e quatro camundongos Swiss com 6 semanas e peso entre 25-30 g, provenientes do 

Biotério da Faculdade de Farmácia da UFMG. Todos os procedimentos experimentais foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo nº 165/2018 

(ANEXO A). 

 

7.2.2.1 Modelo de lesão gástrica induzida por etanol 

 

Para o modelo de lesão gástrica induzida por etanol, adaptado de Madalosso et al. (2012), foram 

utilizados um total de quarenta e nove camundongos, sendo sete camundongos Swiss/grupo, 

com peso entre 25-30 g, machos, adultos jovens (6 semanas), fornecidos pelo Biotério da 

Faculdade de Farmácia da UFMG, com variação de peso inferior a 20%, foram submetidos a 

ciclo claro-escuro ea jejum sólido de 24 horas em gaiola de contenção, para evitar a coprofagia. 

Durante as primeiras doze horas, tiveram livre acesso à água e solução aquosa de leite 

condensado (proporção de 5:1) e somente à água nas doze horas subsequentes, até uma hora 

antes da primeira administração. Os fármacos cimetidina, sucralfato e os extratos foram 
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solubilizados em água destilada (veículo). Após 1h, foi administrada por gavagem, veículo 

(grupos 1 e 2), cimetidina 100 mg/Kg (grupo 3), sucralfato 200 mg/Kg (grupo 4) e os 

tratamentos com o extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia, nas doses de 50 mg/Kg 

(grupo 5), 100 mg/Kg (grupo 6) e 200 mg/Kg (grupo 7). Após 1 h, foi realizada a 

administração do etanol absoluto 5 mL/Kg (grupos 1, 3-7) ou salina (grupo 2) e, na segunda 

hora, os animais foram anestesiados (cetamina 80 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg, via 

intraperitoneal) e eutanasiados por hipovolemia através de coleta do sangue por via 

intracardíaca (volume ≥ 2 mL). Depois da confirmação da eutanásia, os estômagos foram 

removidos por meio de uma abertura ao longo da grande curvatura e lavados suavemente com 

solução fisiológica. A mucosa gástrica foi esticada, com auxílio de alfinetes, sobre plataforma 

de isopor de espessura de 15 mm. As plataformas contendo os estômagos foram armazenadas 

temporariamente em recipiente plástico contendo solução de formaldeído 10% tamponado (pH 

7,2) para fixação e posterior avaliação das lesões por meio de análises histopatológicas e 

morfométricas. Parte do tecido foi utilizado para avaliação dos parâmetros inflamatórios. O 

protocolo experimental é mostrado esquematicamente na Figura 74. 

 

FIGURA 74 – Protocolo de indução da lesão gástrica induzida por etanol em modelo experimental in vivo para 

extrato etanólico rico em fenólicos de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

7.2.2.2 Modelo de lesão gástrica induzida por indometacina 

 

Para avaliação da atividade gastroprotetora do extrato etanólico rico em fenólicos das folhas de 

C. lineatifolia em modelos de lesões da mucosa gástrica induzida por indometacina, utilizou-se 

modelo adaptado de Maity et al., 2009; Yadav et al., 2012 e Yadav et al., 2013. Um total de 
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trinta e cinco camundongos Swiss, sendo sete por grupo, com peso entre 25-30g, machos, 

adultos jovens (6 semanas), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farmácia da UFMG, com 

variação de peso inferior a 20%, foram submetidos a ciclo claro-escuro e a jejum sólido de 24 

horas em gaiola de contenção, para evitar a cropofagia. Durante as primeiras doze horas, 

tiveram livre acesso à água e solução aquosa de leite condensado (proporção de 5:1) e somente 

à água nas doze horas subsequentes até uma hora antes da primeira administração. A 

indometacina e os extratos foram solubilizados em água destilada (veículo). Após esse período, 

foi administrado por gavagem, indometacina 18 mg/Kg, em dose única, para indução da lesão 

gástrica nos grupos 2-5, e apenas veículo para o grupo 1. Após 6 h da administração da 

indometacina/veículo, os animais receberam um tratamento por gavagem intragástrica, durante 

3 dias, p.o.: grupo 1 – água destilada; grupo 2 – água destilada; grupo 3 – 100 mg/kg do 

extrato; grupo 4 – 250 mg/kg do extrato e grupo 5 – 500 mg/kg do extrato. Após 2h do 

tratamento, os animais tiveram livre acesso à agua e ração. Nos dias subsequentes, 1h antes do 

tratamento, os animais ficaram sob jejum por 1h para evitar interações dos tratamentos com o 

alimento. No terceiro dia, após 6 h da última administração dos extratos/veículo, os animais 

foram anestesiados (cetamina 80 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg, via intraperitoneal) e tiveram o 

sangue coletado por via intracardíaca e eutanasiados sob sangria. Depois da confirmação da 

eutanásia, os estômagos foram removidos, abertos ao longo da grande curvatura, lavados 

suavemente com solução fisiológica, pesados, cortados em quatro fatias e armazenados a -20°C 

para posterior processamento e avaliação de citocinas inflamatórias IL-6, CXCL-1 e via do NF-

κB. O protocolo experimental é mostrado esquematicamente na Figura 75. 

 

FIGURA 75 – Protocolo de indução da lesão gástrica induzida por indometacina em modelo experimental in vivo 

para extrato etanólico rico em fenólicos de Campomanesia lineatifolia. 
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7.2.2.3 Necropsia, coleta e processamento do material 

 

Após o período de fixação, a mucosa gástrica (modelo etanol) foi dividida em três fatias 

paralelas à linha longitudinal que limita a porção glandular e não glandular de mucosa gástrica 

dos camundongos. Os fragmentos obtidos foram desidratados em série crescente de álcoois 70, 

80, 90 e 100%, diafanizados em xilol, parafinizados e incluídos em parafina histológica 

purificada (PF 56-58 ºC). Os blocos foram seccionados em micrótomo para obtenção de três 

cortes histológicos com 4 μm de espessura e corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina 

(HE) e Ácido Periódico de Schiff (PAS) para cálculo das áreas de necrose e de muco (PAS+), 

respectivamente. 

 

7.2.2.4 Análise morfométrica da área de necrose gástrica e de mucinas PAS+ 

 

Todas as zonas de necrose, das mais superficiais às mais profundas, foram quantificadas nos 

cortes histológicos de cada estômago. Tais lesões foram visualizadas pela objetiva de 4X e 

digitalizadas com o uso da microcâmera Q-Color 3 Olympus (New York, USA). Todas as áreas 

de necrose (μm2) dos cortes histológicos foram quantificadas por meio do programa KS300 - 

analisador de imagem Carl Zeiss (Oberkochen, Germany) e somadas para a obtenção da área 

total de necrose. A área total da mucosa gástrica a ser analisada foi determinada pela 

digitalização completa dos três cortes histológicos de cada camundongo utilizando a mesma 

microcâmera para o cálculo da área por meio do programa KS300. Nestas imagens, todos os 

pixels da mucosa gástrica foram selecionados para a criação de uma imagem binária e posterior 

obtenção da área total de mucosa (µm2). Para que pudessem ser comparadas, todas as áreas de 

necrose foram normalizadas pela menor área de mucosa gástrica detectada que foi de 2x106 

μm2 (SILVA OLIVEIRA et al., 2021). 

 

Todos os cortes histológicos corados pelo PAS de cada estômago foram visualizados através 

da objetiva de 10X para a digitalização de imagens aleatórias, utilizando a mesma microcâmera. 

A área PAS positiva foi calculada utilizando-se o mesmo analisador de imagens mencionado 

acima. Em cada imagem, todos os pixels com tons de bonina das regiões coradas pelo PAS 

foram selecionados para a criação de uma imagem binária e obtenção da área em µm2. A 

metodologia empregada para o imageamento microscópico, segmentação de imagens e a 

definição das condições de morfometria foi a descrita por Caliari (1997). 
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7.2.2.5 Avaliação da capacidade inibitória sobre a produção de IL-6 e CXCL-1 

 

As concentrações de IL-6 e CXCL-1 no tecido gástrico (modelo indometacina de lesão gástrica) 

foram determinadas utilizando ensaio imunoenzimátio (ELISA), seguindo as instruções 

fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). Para investigar a 

capacidade inibitória sobre a produção de TNF-α e CXCL-1 no modelo experimental de lesão 

gástrica induzida por indometacina, os estômagos removidos foram pesados, os tecidos 

homogeneizados em solução salina tamponada com fosfato contendo Tween-20 (0,05%), 

fluoreto de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzametônio (0,1 mM), EDTA (10 mM), 

aprotinina A (2 mg/mL) e albumina de soro bovino (0,5%), seguida de centrifugação (20.000 

g) durante 15 min a 4 °C. As amostras de sobrenadante foram armazenadas a -70 °C até a análise 

das concentrações de IL-6 e CXCL-1. O pellet foi reservado e armazenado a mesma 

temperatura, para posterior ensaio de ativação de NF-κB. Os resultados foram expressos em 

picogramas de citocinas por 100 mg do material coletado e os ensaios realizados em triplicatas. 

 

7.2.2.6 Avaliação da capacidade inibitória sobre a ativação de NF-κB 

 

Para obtenção do extrato proteico para análise da ativação de NF-κB (IκBα e Erk1/2), o pellet 

resultante do processamento do estômago para os ensaios de citocinas (item 7.2.2.5) foi lavado 

com PBS 1X e lisado pela adição de 300µL de solução de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de 

Tris/HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1 mM de NaVO3, 1 mM de DTT, 1 mM 

de PMSF, 200 mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina) e deixado em banho de 

gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 10.000 rpm em microcentrífuga 

por 15 minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante aliquotado e guardado à -20 °C até o momento de 

uso. O protocolo a seguir foi executado conforme descrito no item 7.2.1.2.  

  

7.2.3 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism versão 6.0. 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. Para a comparação dos 

grupos, foi empregado o teste One-way ANOVA seguido de pós-teste de Bonferroni ou 

Newman-Keuls para comparações múltiplas de pequenas amostras. A escolha desses testes foi 
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realizada de acordo com a dispersão relativa dos dados na estatística descritiva e p<0.05 foi 

considerado significativo. 

 

7.3 Resultados e discussão 

 

Para se avaliar a possível atividade citotóxica em células humanas, o efeito do extrato etanólico 

das folhas de C. lineatifolia foi investigado por ensaio de viabilidade celular pelo método do 

MTT. Conforme pode ser observado no Gráfico 11, o tratamento das células THP-1 

estimuladas por LPS nas três concentrações testadas do extrato (62,5; 125 e 250 μg/mL) não 

apresentaram efeito no metabolismo celular, não alterando sua viabilidade, em comparação ao 

grupo controle e, portanto, não demonstrando efeito tóxico. 
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GRÁFICO 11 – Viabilidade de células THP-1 após ativação com LPS e pré-tratamento com o extrato etanólico 

rico em fenólicos de C. lineatifolia em diferentes concentrações (62,5; 125 e 250 µg/mL). Cada barra representa a 

média ± desvio padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Tukey, *p<0,05. Legenda: Ctrl, controle 

(células não tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarídeo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Na capacidade inibitória sob a produção de TNF-α em células THP-1 estimuladas por LPS, foi 

demonstrado (GRÁFICO 12) que as três concentrações testadas do extrato e substâncias 

isoladadas, quercitrina e miricitrina, foram capazes de promover uma redução significativa na 

produção de TNF-α, observando-se, ainda, resposta semelhante à atividade do anti-inflamatório 

esteroidal dexametasona, utilizado como controle positivo.  
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GRÁFICO 12 – Capacidade inibitória do extrato etanólico rico em fenólicos e substâncias isoladas de C. 

lineatifolia em diferentes concentrações sob a produção de TNF-α em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra 

representa a média ± desvio padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Tukey, p<0,05. Legenda: Ctrl/UT, 

controle (células não tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarídeo. Todo o ensaio foi realizado em 

triplicata. 

 

Testada a capacidade inibitória do extrato sob a produção de TNF-α nas concentrações de 3, 30 

e 100 μg/mL, observou-se uma resposta em função da concentração, como demonstrado no 

Gráfico 13. 
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GRÁFICO 13 – Capacidade inibitória do extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia em diferentes 

concentrações sob a produção de TNF-α em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra representa a média ± 

desvio padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Tukey, p<0,05. Legenda: Ctrl/UT, controle (células 

não tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarídeo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. 

 

A ativação da via de sinalização do NF-κB foi avaliada pelo aumento das proteínas fosforiladas 

P-IκBα e P-Erk1/2 (FIGURA 76). As três concentrações testadas para o extrato foram capazes 

de reduzir a expressão da proteína P-IκBα, apresentando efeito semelhante ao observado para 
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a dexametasona, mas apenas a concentração de 250 μg/mL apresentou capacidade inibitória 

para a P-Erk1/2, com efeito semelhante ao observado para a dexametasona (GRÁFICO 14). 

 

FIGURA 76 – Imunoblot das proteínas P-IκBα e P-Erk1/2, em diferentes concentrações do extrato etanólico rico 

em fenólicos de C. lineatifolia. Legenda: U, célula não tratada; LP, lipopolissacarídeo; C1, 62,5 μg/mL; C2, 62,5 

μg/mL e C3, 250 μg/mL; Dex, dexametasona. 
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GRÁFICO 14 – Capacidade inibitória do extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia sob a via de 

sinalização do NF-κB, para a proteína P-IκBα e P-Erk1/2 em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra 

representa a média ± desvio padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Tukey, p<0,05. Legenda: UT, 

células não tratadas; Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarídeo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Considerando os resultados da atividade anti-inflamatórios pela inibição do TNF-α e via NF-

κB obtidos nas análises in vitro, foram conduzidas avaliações adicionais dos parâmetros 

inflamatórios no modelo in vivo de lesão gástrica induzida por indometacina, frente à 

capacidade de inibição de IL-6 e CXCL-1. Como pode ser demonstrado no Gráfico 15, o 
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tratamento com o extrato foi capaz de reduzir a produção de IL-6 e CXCL-1 nas três 

concentrações testadas.  
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GRÁFICO 15 – Capacidade inibitória do extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia sob a produção de 

IL-6 e CXCL-1, em tecido gástrico do modelo de lesão induzida por indometacina. Cada barra representa a média 

± erro padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Newman-Keuls, p<0,05. (*) representa diferença com 

o grupo controle e (#) representa diferença com o grupo indometacina. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Na sequência, os testes para avaliação da via de sinalização NFκB demonstraram que o 

tratamento com a dose de 250 mg/Kg foi capaz de reduzir a ativação de P-IκBα (FIGURA 77).  

 

FIGURA 77 – Imunoblot da proteína fosforilada P-IκBα no tecido gástrico de modelo de lesão induzida por 

indometacina, após tratamento com o extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia na dose de 250 mg/Kg. 

Legenda: BNE, banda não específica. 

 

 

Yadav et al. (2012) caracterizaram um modelo de lesão por indometacina, propondo os 

mecanismos moleculares que induzem a gastropatia. Conforme já mencionado, este mesmo 

modelo foi reproduzido neste estudo para se traçar o mecanismo pelo qual o extrato de C. 

lineatifolia exerce sua atividade antiúlcera gástrica. Estes autores demonstraram que a ativação 

da via do NF-κB mediada pela indometacina, refletida pela fosforilação da proteína IκBα, 

coincidiu com a indução de TNF-α. Em resposta ao estímulo inflamatório, a proteína IκBα 

torna-se fosforilada (P-IκBα) e se dissocia do fator nuclear NF-κB. Em sequência, o NF-κB 

transloca-se para o núcleo e age como um fator transcricional responsável pela ativação gênica 

de substâncias pró-inflamatórios, como ICAM-1, iNOS, COX-2, IL-1β, TNF-, IL-6 e IL-8 

(ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014), amplificando a cascata inflamatória 
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e exacerbando o dano gástrico (AUGUSTO et al., 2007; SANGIOVANNI et al., 2013). Os 

resultados aqui demonstrados corroboram com esses achados e sugerem que o mecanismo 

gastroprotetor do extrato de C. lineatifolia esteja relacionado com a diminuição da via de 

sinalização TNF-α / NF-κB (IκBα) / IL-6. Adicionalmente, considerando o papel de 

quimioatração da CXCL-1 no recrutamento e ativação de neutrófilos, a redução dessa 

quimiocina pelo tratamento com o extrato, também sugere uma redução do infiltrado 

inflamatório no tecido gástrico, contribuindo com seu efeito anti-inflamatório e gastroprotetor. 

 

Para os flavonóis quercitrina e miricitrina, substâncias majoritárias no extrato, as atividades 

anti-inflamatórias são reportadas em alguns estudos. Em Campomanesia adamantium, a 

miricitrina isolada do extrato em acetato de etila promoveu uma redução significativa da 

produção de TNF-α em modelo in vitro (FERREIRA et al., 2013). Abdallah e Esmat (2017) 

demonstraram que a miricitrina exibiu uma elevada atividade antioxidante e mostrou grande 

eficiência em diminuir o NF-κB na menor concentração testada (1μM). Além disso, reduziram 

significativamente os níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α em modelo in vitro de inflamação. Em 

modelo de lesão por indometacina, Abreu Miranda (2015) sugere que a quercitrina isolada de 

extrato de Solanum cernuum (Solanaceae) está relacionada com a gastroproteção observada em 

modelos de lesão por etanol e indometacina.  

 

A atividade anti-inflamatória para diterpenoides labdanos também é descrita e tem sido 

atribuída principalmente pela inibição da atividade de NF-κB, modulação do metabolismo do 

ácido araquidônico, com inibição de COX-2 e redução da produção de óxido nítrico (TRAN, 

WONG e CHAI, 2017). Esses dados sugerem a contribuição do 14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, 

identificado no extrato.  

 

O modelo experimental de indução de lesão gástrica por etanol é amplamente utilizado quando 

se pretende investigar plantas que possam apresentar propriedades anti-úlcera. Pelo seu 

mecanismo, o álcool é capaz de promover um dano direto na mucosa gástrica, o que reduz o 

muco gástrico protetor e íons bicarbonato, levando à formação de radicais livres, hemorragia e 

áreas extensas de necrose (BEBER et al., 2017). Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que o alto teor de flavonoides e alta atividade antioxidante da fração acetato de 

etila obtida a partir do extrato etanólico das folhas de C. lineatifolia, contribuíram para a 

eliminação dos radicais livres produzidos pelo metabolismo do etanol, evitando os danos 
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gástricos e sugerindo uso etnofarmacológico da espécie como agente gastroprotetor. De 

maneira semelhante, neste estudo, o tratamento com o extrato etanólico rico em fenólicos de C. 

lineatifolia diminuiu as áreas de necrose e aumentou a produção do muco protetor, como pode 

ser observado no Gráfico 16 e Figuras 78 e 79. 
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GRÁFICO 16 – Área de necrose (A) e de muco (B) da mucosa gástrica em modelo de lesão gástrica induzida por 

etanol, após tratamento com cimetidina, sucralfato e extrato etanólico rico em fenólicos de C. lineatifolia. Cada 

barra representa a média ± erro padrão da média, One-way ANOVA, com pós-teste Bonferroni, p<0,05. (a-d) letras 

distintas diferem estatisticamente. 

 

FIGURA 78 – Fotomicrografia de estômago de camundongo. (A) Grupo controle veículo. Mucosa gástrica de 

aspecto normal. (B) Grupo etanol. Notar a presença de ampla zona de necrose gástrica (setas). (C) Imagem 

representativa dos grupos tratados com cimetidina, extrato 50 e 100 mg/Kg. Zona de necrose menor do que a da 

imagem anterior (setas). (D) Imagem representativa dos grupos tratados com sucralfato e extrato 200 mg/Kg. 

Pequena área de necrose (seta). Hematoxilina e Eosina. Barra 100 μm. 

 

A B 
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FIGURA 79 – Fotomicrografia de estômago de camundongo. (A) Grupo controle veículo. Mucosa gástrica corada 

pelo Ácido Periódico de Schiff (PAS) de aspecto normal. (B) Imagem representativa dos grupos etanol e tratado 

com cimetidina. Notar a redução significativa de áreas PAS+ (setas). (C) Imagem representativa dos grupos 

tratados com sucralfato e extrato 50 mg/Kg. Regiões PAS+ (setas). (D) Imagem representativa dos grupos tratados 

com extrato 100 e 200 mg/Kg. Observar aumento visível de regiões PAS+. Ácido Periódico de Schiff (PAS). Barra 

100 μm. 

 

 

É importante notar que o pré-tratamento com o extrato, nas três doses testadas, aumentou a 

produção de muco na mucosa gástrica, inclusive, comparável (dose de 50 mg/Kg) e, até mesmo, 

superior (doses de 100 e 200 mg/Kg) ao fármaco de referência, sucralfato, aprovado no 

protocolo de tratamento de úlceras gástricas como agente protetor de mucosa (WHO, 2004). 

Ainda, como previsto, o pré-tratamento com o fármaco cimetidina, um antagonista de receptor 

histaminérgico H2, não aumentou de maneira significativa o muco protetor, considerando que 

os efeitos preventivos dos agentes antissecretores nas lesões da mucosa gástrica causadas pelo 

etanol são mínimos, enquanto os dos medicamentos gastroprotetores provaram ser 

consideráveis (ARISAWA et al., 2006).  

 

Como descrito anteriormente, os constituintes químicos majoritários identificados no extrato 

rico em fenólicos corresponderam aos flavonoides quercitrina e miricitrina. Em modelos de 
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lesão por etanol, estudos demonstram que a presença de quercitrina (ABREU MIRANDA et 

al., 2015; DE BARROS et al., 2016; BEBER et al., 2017) e miricitrina (ABBAS, KANDIL e 

ABBAS, 2021), estão associadas à prevenção da depleção do muco protetor e atividade 

antioxidante, contribuindo para a redução da área ulcerada da mucosa gástrica.  

 

Para a catequina, também identificada no extrato, estudos demonstram que esse flavonoide 

possui efeito preventivo sobre a úlcera péptica associada ao estresse, além da redução de 

somatostatina, gastrina e histamina (SATO, MATSUI e ARAKAWA, 2002). 

 

Chalconas são precursores da via biossintética dos flavonoides e sua atividade gastroprotetora 

em modelo de lesão por etanol é descrita para a espécie Campomanesia reitziana (CABRAL et 

al., 2017), podendo sugerir a contribuição do licurosídeo identificado neste estudo para a 

atividade da espécie C. lineatifolia. 

 

Guardia et al. (1994) descrevem um efeito citoprotetor relacionado a uma lactona 

sesquiterpênica presente na Artemisia douglasiana (Compositae), com estímulo da produção 

de muco e redução das lesões gástricas induzidas por etanol absoluto em ratos. Giordano et al. 

(1990) descrevem a atividade citoprotetora da gaigrandina isolada de Helenium alternifolius 

em modelo de lesão por etanol. Este dado, pode sugerir a contribuição da lactona 

sesquiterpênica, gaigrandina, na atividade gastroprotetora da espécie C. lineatifolia. Além 

disso, muitas plantas medicinais da família Myrtaceae apresentam em sua constituição química 

terpenoides, aos quais é proposta a atividade de protegerem a mucosa gástrica por indução de 

mecanismos gastroprotetores em modelos de lesão por etanol (ISHIKAWA et al., 2008; 

SANTIN et al., 2011; VIANA et al., 2016). Esta relação sugere a contribuição dos terpenoides 

identificados para a C. lineatifolia, 14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, hidroxi-acetil 

hidroshengmanol xilopiranosídeo e rubescensina M para a atividade citoprotetora. 

 

Para os esteroides, Ahmad et al. (2013) reportam propriedades antiúlcera para essa classe, 

podendo sugerir a contribuição gastroprotetora do fitoecdisteroide decumbesterona A 

identificado na espécie C. lineatifolia. 

 

Além da diminuição do muco protetor, existem evidências que indicam o envolvimento de 

citocinas pró-inflamatórias, estresse oxidativo e apoptose, que desempemham papeis cruciais 
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na patogênese pelo álcool (AL BRATAN et al., 2013; SANGIOVANNI et al., 2013). Ainda, a 

ativação dos neutrófilos em decorrência do processo inflamatório aumenta a expressão da via 

do NF-кB, desencadeando uma cascata inflamatória, disparando a liberação de outros 

mediadores, como a IL-6 e TNF- (ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014). 

Os resultados dos ensaios in vitro apresentados corroboram com o demonstrado neste modelo 

in vivo de lesão por etanol, onde o tratamento com o extrato etanólico de C. lineatifolia 

contribuiu para a redução do processo inflamatório na mucosa gástrica, sugerindo uma relação 

mecanística de atividade anti-inflamatória e redução do dano mucosal, determinado pela área 

de necrose. Não menos importante, como já descrito, o perfil fitoquímico do extrato, com a 

presença de flavonoides e terpenoides como constituintes majoritários, em associação com as 

outras substâncias minoritárias identificadas, também pode estar relacionado com a atividade 

anti-inflamatória observada. 

 

A proposta do mecanismo anti-inflamatório e gastroprotetor do extrato está sumarizada na 

Figura 80. 

 

Figura 80 – Mecanismo proposto para atividade anti-inflamatória e gastroprotetora do extrato etanólico rico em 

fenólicos das folhas de Campomanesia lineatifolia. 

 

 

Diversos estudos sugerem que os polifenois são metabólitos de plantas promotores da saúde e 

seu consumo está associado a um risco reduzido de várias doenças crônicas, dentre elas, 

doenças gastrointestinais. Suas atividades farmacológicas como antioxidantes e anti-

inflamatórios estão associadas aos efeitos benéficos em vias de sinalização moleculares, tais 

como regulação de NFκB e MAPKs, além da ação direta ou indireta sobre os radicais livres, o 
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que contribui com a sua eficácia no tratamento da úlcera gástrica (FARZAEI, ABDOLLAHI e 

RAHIMI, 2015). 

 

7.4 Conclusões 

 

Os resultados sugerem que o extrato apresenta um efeito anti-inflamatório promissor, o qual é 

mediado pelo decréscimo do mediador pró-inflamatório TNF-α, e ainda, pela inibição da via de 

sinalização do NF-κB, pelas proteínas de fosforilação P-IκBα e P-Erk1/2 em ensaios in vitro. 

Nos modelos in vivo, o extrato foi capaz de reduzir a produção de IL-6, CXCL-1 e via NFκB 

(P-IκBα). Também foi demonstrada a atividade gastroprotetora do extrato, associada à redução 

das áreas de necrose na mucosa gástrica e aumento da produção do muco protetor. Em conjunto, 

os resultados propõem o mecanismo pelo qual o extrato exerce sua ação farmacológica 

gastroprotetora e anti-inflamatória, tornando a espécie C. lineatifolia promissora para o 

desenvolvimento de um fitoterápico para o tratamento de úlceras gástricas. 
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CAPÍTULO 8: AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-

HELICOBACTER PYLORI  

 

8.1 Introdução 

 

Helicobacter pylori, descoberta por Marshall e Warren (1984), é uma bactéria microaerofílica, 

gram-negativa, flagelada, em espiral encontrada no estômago de pacientes com gastrite crônica 

e úlceras pépticas, e infecta os estômagos de, aproximadamente, metade da população mundial 

(SMITH, 2015). O tratamento atual da infecção por H. pylori envolve uma combinação de um 

medicamento antissecretor, como inibidores da bomba de prótons, ou bloqueadores de H2, 

juntamente com dois ou três antimicrobianos (FALLONE et al., 2016; CHEY et al., 2017; 

MALFERTHEINER et al., 2017; COELHO et al., 2018; LIU et al., 2018). Como esperado para 

um regime terapêutico com múltiplos fármacos, vários efeitos adversos podem estar associados. 

Nesses casos, o paciente geralmente abandona o tratamento, contribuindo para o surgimento de 

cepas resistentes de H. pylori. (USTÜN et al., 2006). Bi et al. (2014) demonstraram que os 

medicamentos fitoterápicos são eficazes no tratamento da úlcera gástrica com menos efeitos 

adversos e menores taxas de recidiva. Além disso, a combinação de medicamentos fitoterápicos 

e medicamentos convencionais exibe um efeito sinérgico contra a úlcera gástrica. 

 

Tendo em vista que a úlcera gástrica está, principalmente, relacionada à infecção por H. pylori, 

foi proposta a avaliação da atividade anti-H. pylori do extrato, substâncias isoladas e óleo 

essencial da C. lineatifolia, objetivando-se a utilização da planta como agente alternativo ou 

adjuvante da terapia atual para o tratamento das infecções por H. pylori.  

 

8.2 Materiais e métodos 

 

Os estudos da atividade in vitro anti-Helicobacter pylori foram realizados sob supervisão da 

Profa. Dra. Sinéad M. Smith, no Department of Clinical Medicine, Trinity College Dublin, 

Trinity Centre, Adelaide and Meath Hospital, Dublin 24, Ireland. 
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8.2.1 Material vegetal 

 

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada conforme descrito 

nos itens 3.2.1 e 6.2.1.  

 

8.2.2 Obtenção dos extratos 

 

8.2.2.1 Extrato etanólico otimizado 

 

O extrato etanólico otimizado rico em fenólicos (EtOH R) foi obtido sob sistema contínuo de 

refluxo (EtOH R), conforme descrito no item 3.2.2.2. 

 

8.2.2.2 Frações polar e apolar 

 

Para obtenção das frações polar (FP) e apolar (FA), realizou-se um fracionamento do extrato 

EtOH R por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Água, conforme descrito 

no item 5.2.2. 

 

8.2.2.3 Extrato aquoso (chá) 

 

O extrato aquoso de C. lineatifolia foi preparado por infusão, dissolvendo-se 5,0 g das folhas 

secas e pulverizadas em 50 mL de água ultrapura fervente, sob banho de ultrassom, durante 20 

minutos. Depois de filtrado, a água foi evaporada utilizando-se rotaevaporador, obtendo-se um 

resíduo marrom. 

 

8.2.2.4 Miricitrina e mistura miricitrina + quercitrina 

 

O flavonoide purificado miricitrina (MIR) e a mistura, miricitrina e quercitrina (MIR/QUE), 

foram obtidos a partir da extração por infusão e partição líquido-líquido (item 5.2.3), seguido 

de HSCCC (item 5.2.5) e cromatografia por exclusão molecular (item 5.2.7). 
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8.2.3 Obtenção do óleo essencial 

 

O óleo essencial (OE) foi obtido por hidrodestilação, utilizando-se um aparelho do tipo 

Clevenger, conforme descrito no item 6.2.2. 

 

8.2.4 Atividade anti-Helicobacter pylori  

 

8.2.4.1 Cepas e condições de cultivo 

 

As cepas de H. pylori 60190 (ATCC 49503, sensível à claritromicina), NCTC 11638 (cepa 

sensível à claritromicina), S SR359 (isolado clínico sensível à claritromicina) e S SR366 

(isolado clínico resistente à claritromicina) foram cultivadas em ágar sangue Columbia, 

contendo 5% de sangue de ovelha e incubadas a 37 ºC em condições microaeróbicas 

(CampyGen, Oxoid). Após o tempo de incubação, as bactérias foram inoculadas em caldo de 

infusão cérebro-coração (BHI, do inglês, brain heart infusion), contendo 10% de soro fetal 

bovino (Gibco). Os inóculos foram incubados à 37 ºC, em condições microaeróbicas e sob 

agitação a 124 rpm, por 24h.  

 

8.2.4.2 Teste de suscetibilidade antibacteriana 

 

As determinações das concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos extratos, substâncias 

isoladas e OE foram avaliadas utilizando-se o método de microdiluição em caldo em placas de 

96 poços, de acordo com o protocolo Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility 

Testing (CLSI, 2015). Todas as amostras foram diluídas com meio BHI suplementado com 10% 

de soro bovino e, para o OE, adicionado de 2% de DMSO (Sigma). Para a diluição, foram 

preparadas uma série de concentrações: 1000 – 0,49 μg/ml para EtOH R, FP, FA; 250 – 0,12 

μg/ml for MIR e MIR/QUE; 2,5% - 0,6% para o OE; 1:10, 1:50 e 1:100 para o chá.  

 

Alíquotas de 100 μL da suspensão bacteriana (escala McFarland 0,5, diluído 1:20) foram 

adicionadas em cada um dos 96 poços da placa. As culturas foram incubadas com alíquotas de 

100 μL das amostras, durante 72 horas a 37 °C, em condições microaeróbicas, sob agitação 

(180 rpm). As absorbâncias em 600 nm foram lidas em espectrofotômero Varioskan LUX 

microplate reader (Thermo Fisher Scientific). Após 72h, os valores das CIM foram 
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determinados como a menor concentração na qual não houve crescimento microbiano. A 

claritromicina foi utilizada como controle positivo, nas concentrações de 256 – 0,3 μg/mL. 

 

8.2.5 Análises estatísticas 

 

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados analisados utilizando-se o 

programa Graph Prism versão 6.0. O teste One-way ANOVA seguido de pós-teste de Bonferroni 

foi empregado, considerando valores de p<0.05 como estatisticamente significante. Os valores 

de CIM foram calculados considerando as menores concentrações que não diferiram 

estatisticamente do controle em meio BHI. 

 

8.3 Resultados e discussão  

 

Os resultados obtidos demonstram que todas as amostras testadas foram capazes de inibir o 

crescimento da bactéria H. pylori. As CIM para as cepas testadas são mostradas na Tabela 13. 

 

TABELA 13 – Concentração inibitória mínima (CIM) para as amostras de Campomanesia lineatifolia contra 

Helicobacter pylori. Concentraçoes testadas: extrato etanólico rico em fenólicos (EtOH R), fração polar e fração 

apolar 1000-0,49 μg/mL; miricitrina e miricitrina+quercitrina 250-0,12 μg/mL; óleo essencial 2,5-0,6% e chá 1:10, 

1:50, 1:100. 

 

Amostra  

Cepas de Helicobacter pylori / CIM* 

ATCC 49503 a NCTC11638 a S SR359 b S SR366 c 

EtOH R 0,49 μg/mL 0,49 μg/mL 125 μg/mL 250 μg/mL 

Fração polar 500 μg/mL 0,49 μg/mL 125 μg/mL 250 μg/mL 

Fração apolar 250 μg/mL 125 μg/mL 125 μg/mL 125 μg/mL 

Miricitrina 62,5 μg/mL 250 μg/mL NI 250 μg/mL 

Miricitrina + Quercitrina AI AI 31,25 μg/mL AI 

Óleo essencial 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 % 

Chá 1:100 1:100 1:100 1:100 

 

Antimicrobiano controle 

Claritromicina 0,03 μg/mL 0,03 μg/mL 0,03 μg/mL 8 μg/mL 

*One-way Anova, post-test Bonferroni, p<0.05 (controle BHI). aCepa sensível à claritromicina; bIsolado clínico 

sensível à claritromicina; cIsolado clínico resistente à claritromicina; AI = ausência de inibição. 

 

Os protocolos recentes para o tratamento da infecção por H. pylori resistente à claritromicina 

incluem em sua primeira linha a terapia tripla com claritromicina (combinação de IBP de 2ª 

geração, amoxicilina e claritromicina, por 14 dias) (COELHO et al., 2018). No entanto, esses 

regimes têm várias desvantagens que incluem efeitos adversos graves e alto custo do 

tratamento, o que traz dificuldades para sua implementação na prática clínica e, muitas vezes, 

abandono do tratamento pelo paciente. Além disso, o uso de múltiplos agentes antimicrobianos 

no tratamento para a infecção por H. pylori pode aumentar o risco de resistência microbiana 
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futura (SUZUKI et al., 2020). Neste cenário, novos regimes e abordagens que permitam um 

uso mínimo de antimicrobianos, por um período menor de tratamento são necessários.   

 

Medicamentos à base de plantas são eficazes no tratamento da úlcera gástrica, e apresentam 

menos efeitos adversos e menores taxas de recorrência. Utilizados na terapia isoladamente ou 

em combinação com fármacos convencionais, podem ser tornar uma alternativa para tratar 

certas úlceras gástricas e prevenir sua recorrência (BI et al., 2014). Assim, a combinação de 

medicamentos à base de plantas com atividade anti-H. pylori poderia melhorar o resultado para 

pacientes com úlcera gástrica. 

 

Em 2017, a OMS listou a H. pylori resistente à claritromicina na categoria de alta prioridade, a 

qual requer atenção no tratamento. O ponto principal deste problema é que a resistência vem 

aumentando acentuadamente e, consequentemente, o sucesso dos regimes terapêuticos que 

incluem a claritromicina para a erradicação da infecção por essa bactéria vem decaindo 

(ABADI, 2017). 

 

Neste estudo da atividade anti-H.pylori, o extrato EtOH R inibiu o crescimento das cepas 

comerciais sensíveis à claritromicina (0,49 μg/mL), bem como nos isolados clínicos sensível à 

claritromicina (125 μg/mL) e resistente à claritromicina (250 μg/mL). Para extratos de plantas, 

valores de CIM < 500 μg/mL são considerados valiosos e representam uma boa atividade 

antimicrobiana (WANG et al., 2018). Considerando os valores de CIM aqui encontrados, estes 

resultados representam uma inibição potencial do extrato EtOH R contra a H. pylori. Esta é a 

primeira vez que se investiga o efeito do extrato etanólico de C. lineatifolia na inibição do 

crescimento da H. pylori. Quando se avaliaram as atividades dos flavonóis majoritários isolados 

do extrato, observou-se que a miricitrina inibiu o crescimento das cepas comerciais sensíveis à 

claritromicina (62,5 e 250 μg/mL), do isolado clínico resistente à claritromicina (250 μg/mL), 

mas não do isolado clínico sensível à claritromicina. Em constraste, na mistura de miricitrina e 

quercitrina, apenas o crescimento do isolado clínico sensível à claritromicina foi observado 

(31,25 μg/mL). Já para o chá, a menor concentração testada (1:100) foi capaz de inibir o 

crescimento de todas as cepas de H. pylori. É interessante notar que todos esses resultados se 

complementam, podendo sugerir que o sinergismo do fitocomplexo é importante para uma 

resposta inibitória do crescimento da H.pylori mais robusta. Voravuthikunchai, Limsuwan e 

Mitchell (2006) associam a presença de substâncias fenólicas nos extratos de Punica granatum 
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com a mudança na hidrofobicidade da superfície celular de H. pylori, o que contribui para a 

inibição de seu crescimento. Takabayashi et al. (2004) sugerem que as catequinas presentes no 

chá verde (Camellia sinensis) podem apresentar um efeito bactericida na infecção por H. pylori 

em modelo in vivo com gerbil. Além disso, miricitrina e quercitrina isoladas de plantas 

medicinais exibem atividade inibitória contra a enzima urease da H. pylori (MODOLO et al., 

2015). Spósito et al. (2019) relacionam o alto conteúdo de terpenoides do extrato etanólico da 

guaçatonga (Casearia sylvestris) com a atividade anti-H.pylori em modelos in vitro e in vivo. 

Os resultados destes trabalhos sugerem que a matriz química em conjunto descrita neste estudo 

para o extrato das folhas de C. lineatifolia são os responsáveis pela potencial atividade anti-H. 

pylori. 

 

É importante notar que, para as frações polar e apolar obtidas a partir do extrato EtOH R, as 

respostas de inbição do crescimento da H. pylori foram semelhantes tanto nas cepas comerciais 

sensíveis à claritromicina, quanto nos isolados clínicos sensível e resistente à claritromicina. 

Esses resultados sugerem que há a participação dos constituintes tanto polares quanto menos 

polares presentes no extrato de C. lineatifolia, na atividade anti-H. pylori, corroborando com a 

sugestão de que a matriz química de C. lineatifolia é responsável por essa atividade. 

 

Diversos estudos demonstram que plantas que apresentam atividade anti-H. pylori apresentam 

em sua composição polifenois, flavonoides, terpenoides, dentre outros constituintes ativos. 

Além disso, muitos produtos naturais podem suprimir os efeitos anti-inflamatórios induzidos 

pela infecção por H. pylori, e um dos mecanismos relevantes incluem a supressão da via de 

sinalização do NF-κB, MAPK e inibição do estresse oxidativo (WANG, 2014). As atividades 

anti-inflamatórias demonstradas para as substâncias químicas identificadas no extrato de C. 

lineatifolia envolvem este mesmo mecanismo e, neste trabalho (Capítulo 7), sugere-se a relação 

desses efeitos à presença dos flavonoides catequina, quercitrina e miricitrina, os terpenoides 

14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, hidroxi-acetil hidroshengmanol xilopiranosídeo, rubescensina 

M e gaigrandina, a chalcona licurosídeo e o fitoecdisteroide decumbesterona A. Estudos 

adicionais da atividade anti-H. pylori com as substâncias isoladas são necessários para se 

estabelecer adequadamente essa relação da composição química com a atividade biológica 

descrita.  
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Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado o alto conteúdo de fenólicos 

do extrato etanólico e fração acetato de etila, relacionando, ainda, sua alta atividade antioxidante 

(BARBOSA, 2009; MADALOSSO et al., 2012). Em infecções por H. pylori, observa-se uma 

excessiva produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Esses radicais livres 

correlacionam-se com a formação do dano à mucosa gástrica e, ainda, contribuem para a 

colonização bacteriana (DAVIES et al., 1994). É de se esperar que, tendo em vista seu alto 

poder antioxidante, o extrato de C. lineatifolia possa contribuir para a gastroproteção e, ainda, 

promover a inibição do crescimento de H. pylori. Estudos adicionais de atividade antioxidante 

para o extrato são necessários para se estabelecer mecanisticamente essa relação. 

 

Para o óleo essencial, a menor concentração testada (0,6%) foi capaz de inibir o crescimento de 

todas as cepas de H. pylori testadas. Portanto, este estudo traz, pela primeira vez, a relação da 

composição química do OE e sua atividade anti-H. pylori. Como descrito anteriormente, foram 

identificados oito constituintes no OE, correspondento a um total de 98,09% de sua composição 

total, sendo o 3-hexen-1-ol (46,15%) e o α-cadinol (20,35%) os constituintes majoritários. O 

álcool 3-hexen-1-ol é descrito como um dos constituintes majoritários do OE das flores de 

Fagopyrum esculentum (Polygonaceae), e está relacionado com a atividade bacteriana frente às 

bactérias gram-positivas, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, e gram-negativas, 

Escherichia coli e Pseudomonas lachrymans (ZHAO et al., 2018). Pino et al. (2010) também 

descrevem a presença de 3-hexen-1-ol como constituinte majoritário do OE das folhas de 

Galinsoga parviflora (Asteraceae) e demonstra que esse OE apresentou atividade 

antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas S. aureus e Bacillus cereus. De maneira 

semelhante, este álcool correspondeu ao constituinte majoritário no OE de C. lineatifolia e, em 

conjunto com os dados descritos na literatura, pode-se sugerir sua potencial atividade anti-H. 

pylori observada neste estudo. 

 

David et al. (2019) descrevem em seu estudo que o OE obtido por hidrodestilação das folhas 

de Chrysopogon zizanioides, a qual contém um derivado dieno do sesquiterpeno zizanol com 

perfil de fragmentação no espectro de massas idêntico ao da substância [3S-(3α,3aα,6α,8aα)]-

4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-3H-3a,6-metanoazuleno que apresentou uma 

potente atividade antimicrobiana contra a bactéria gram-positiva S. aureus, e uma atividade 

moderada para as bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e E. coli. A mesma 

substância descrita acima foi identificada no OE de C. lineatifolia. Mulyaningsih et al. (2010) 
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identificaram que o aromadendreno aparentemente contribui significativamente para a 

atividade antimicrobiana do óleo essencial de Eucalyptus globulus, marcadamente em bactérias 

multirresistentes, como S. aureus resistente à meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis 

resistente à vancomicina (VRE), além de atividade contra a bactéria gram-negativa 

Acinetobacter baumanii. Para as espécies Campomanesia adamantium e C. pubescens, nas 

quais foram identificados o aromadendreno e α-cadinol, o extrato hexânico dos frutos inibiu o 

crescimento de todas as bactérias testadas, i.e., S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, demonstrando 

que as substâncias voláteis presentes demonstraram boa atividade contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas (CARDOSO et al., 2010). Esses resultados, em especial frente às 

bactérias gram-negativas testadas, podem sugerir a relação destes sesquiterpenos com potencial 

atividade anti-H. pylori. 

 

Para o β-curcumeno e α-bisabolol, constituintes majoritários dos OE de Curcuma sp. 

(Zingiberaceae) e Plinia cerrocampanensis (Myrtaceae), respectivamente, são descritas as 

atividades anti-H. pylori (ZAIDI et al., 2009; KOOSIRIRAT et al., 2010; VILA et al., 2010). 

Ainda, Brehm-Stecher e Johnson (2003) descrevem que o bisabolol é capaz de aumentar a 

permeabilidade da parede bacteriana e, consequentemente, a suscetibilidade a antibióticos de 

importância na clínica, sugerindo um possível mecanismo para sua atividade. Neste estudo, 

esses dois sesquiterpenos correspondem aos constituintes minoritários presentes no OE de C. 

lineatifolia, mas que, em conjunto, podem contribuir com a atividade anti-H. pylori observada. 

 

8.4 Conclusões  

 

Os resultados descritos neste capítulo sugerem que o extrato etanólico rico em fenólicos, fração 

polar, fração apolar, o chá e o óleo essencial obtidos das folhas de C. lineatifolia possuem 

atividade anti-H. pylori, o que reforça o seu uso popular como planta medicinal para o 

tratamento da úlcera gástrica. Além disso, a atividade observada frente aos isolados clínicos 

resistentes à claritromicina reforçam o potencial uso da espécie como coadjuvante nos regimes 

terapêuticos que envolvam pacientes com infecção por H. pylori resistente. As evidências da 

utilização de plantas medicinais na terapêutica demonstram que essas apresentam menos efeitos 

adversos e menores taxas de recorrência de infecções, em adição à redução do tempo e melhora 

da adesão do paciente ao tratamento. Entretanto, são necessários estudos adicionais em modelos 
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in vivo e estudos clínicos, a fim de se propor os mecanismos pelos quais os constituintes 

químicos aqui descritos exercem sua atividade anti-H. pylori. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste estudo, os objetivos propostos para espécie Campomanesia lineatifolia envolveram sua 

caracterização fitoquímica, estudos mecanísticos da atividade gastroprotetora e anti-

inflamatória e a avaliação da atividade anti-Helicobacter pylori. 

 

Inicialmente, com base em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (BARBOSA, 2009 e 

MADALOSSO et al., 2012), foram realizados ensaios de otimização da extração da droga 

vegetal das folhas de C. lineatifolia para obtenção de extrato rico em fenólicos, considerando o 

alto teor de flavonoides e taninos da fração acetato de etila obtida do extrato etanólico, bem 

como sua alta atividade antioxidante. A partir do planejamento extrativo, foi possível selecionar 

o sistema de extração por refluxo utilizando-se etanol como solvente como aquele enriquecido 

em fenólicos (EtOH R) (NEVES et al., 2020). 

 

Em sequência, as análises cromatográficas do extrato otimizado EtOH R permitiram identificar 

e selecionar os marcadores químicos flavonoídicos, quercitrina e miricitrina, para o 

desenvolvimento de método analítico em CLUE para sua quantificação em derivados vegetais 

da espécie. Ainda, por meio das análises cromatográficas e espectroscópicas, quinze 

substâncias químicas foram identificadas no extrato EtOH R, sendo três delas já descritas para 

a espécie (catequina, quercetrina e champanona D) e as outras doze inéditas (miricetrina, ácido 

birsônico, 14α-hidroxi-15-acetoxisclareol, gaigrandina, licurosídeo, decumbesterona A, ácido 

heptanoico, criptocariol C, (iso)leptospermona, hidroxi-acetilhidroshengmanol-

xilopiranosídeo, rubescensina M e gingerglicolipídio A). Para o óleo essencial obtido das 

folhas, foram identificadas oito substâncias, que representaram 98,09% da composição total, 3-

hexen-1-ol, α-cadinol, 1,1-dietoxietano, e 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno, 

aromadendreno 2, [3S-(3α, 3aα, 6α, 8aα)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-

3H-3a,6-metanoazuleno, α-bisabolol e β-curcumeno. 

 

A investigação do potencial bioativo do extrato etanólico rico em fenólicos em modelo in vitro 

de inflamação sugere que o extrato apresenta um efeito anti-inflamatório promissor, o qual é 

mediado pelo decréscimo do mediador pró-inflamatório TNF-α, e ainda, pela inibição da via de 

sinalização do NF-κB, através das proteínas IκBα e Erk1/2. Nos modelos in vivo, o extrato foi 

capaz de reduzir a produção de IL-6, CXCL-1 e via NFκB (P-IκBα). Também foi demonstrada 
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a atividade gastroprotetora, associada à redução das áreas de necrose na mucosa gástrica e 

aumento da produção do muco protetor. Os ensaios de atividade anti-H. pylori demonstraram 

que o extrato etanólico rico em fenólicos, óleo essencial e chá foram capazes de inibir o 

crescimento bacteriano, inclusive em isolados clínicos resistentes à claritromicina.  

 

Em conjunto, esses resultados sugerem que a matriz química tanto do extrato etanólico rico em 

fenólicos quanto do óleo essencial pode ser responsável pela atividade anti-inflamatória e anti-

H. pylori observada, validando o uso popular da espécie C. lineatifolia, além de demonstrar a 

potencialidade de um fitoterápico com múltiplos alvos para o tratamento alternativo ou 

adjuvante de úlceras gástricas, inclusive associadas à infecção por H. pylori. 
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ANEXO A – PROTOCOLO CEUA/UFMG 
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