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RESUMO

As infeccbes das vias génito-urinarias sdo uma realidade muito difundida
mundialmente. S&o causadas por bactérias, fungos e protozodrios que
colonizam os tecidos urogenitais. Existem muitos produtos naturais a base de
plantas que demostraram ter eficacia no tratamento desses distlrbios. No
Brasil, em muitas regides, o emprego das plantas medicinais é pratica comum.
Estudos etnobotanicos realizados no Nordeste do Brasil com populacdes
tradicionais, incluindo tribos indigenas, indicam que muitas plantas sao
utilizadas para tratar disturbios das vias génito-urinarias. Para melhor entender
as praticas de cura tradicionais e corroborar as suas eficacia, neste estudo
avaliou-se o potencial antimicrobiano in vitro de uma selecdo de plantas
medicinais tradicionalmente utilizadas para tratar esses tipo de transtorno por
duas populacdes indigenas, os Pankararu e os Fulni-6, que habitam a regido
semiarida do Nordeste do Brasil. As plantas foram coletadas no final da
estacdo chuvosa na comunidade rural de Riachdo de Malhada de Pedra,
municipio de Caruaru. Extratos aquosos e hidroalcodlicos foram preparados
com a parte da planta tradicionalmente utilizada e a avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi realizada com a técnica da microdiluicdo, testando os
extratos frente microrganismos capazes de colonizar o aparelho urogenital
(Candida albicans, C. tropicalis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, S. saprophyticus). A avaliacdo da atividade anti-
Trichomonas vaginalis foi realizada através do teste da viabilidade dos
trofozooides. Foi realizado o perfil fitoquimico e avaliada a atividade
antioxidante dos extratos obtidos da forma tradicional. Foi também testada a
correlacdo entre atividade antimicrobiana e uso tradicional, reportado como
indice de Importancia Relativa de Uso. Os resultados mostraram que 0s
microrganismos mais susceptiveis foram os dois pertencentes ao género
Staphylococcus, sendo 0s extratos aquoso e hidroalcodlico de Maytenus rigida
e Spondias tuberosa os mais ativos (MIC = 0.2 mg/mL). As plantas cujos
extratos da casca demonstraram maior espectro de acao foram Anacardium
occidentale, Myracrodruon urundeuva e S. tuberosa. A maioria dos extratos

testados mostrou atividade frente ao protozoario T. vaginalis. Os extratos de



Sideroxylon obtusifolium mostraram uma toxicidade contra ao parasita
comparavel a do metrodinazol. O teor de taninos encontrado nos extratos
mostrou ter uma correlagdo significativa com a atividade antimicrobiana,
indicando um papel dessa classe de compostos na atividade aqui registrada.
Encontrou-se também uma correlagcdo significativa entre a atividade
antimicrobiana e o uso tradicional. As espécies que apresentam maior atividade
antioxidante foram Anadenanthera colubrina, M. urundeuva, S. tuberosa que
coincidiram com as espécies que apresentaram os maiores teor de fendis
totais. O teor de flavonoides ndo parece estar correlato com a atividade
antioxidante. Os resultados aqui apresentados apontam que as espécies A.
occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa produzem substancias ativas frente a
todos os microrganismos testados, justificando o uso tradicional. Essas trés
espécies, juntas com M. rigida e S. obtusifolium mostraram atividades

promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos contra T. vaginalis.

Palavras chave: Plantas medicinais, Caatinga, povos indigenas, atividade

antimicrobiana, infec¢gdes urogenitais.



ABSTRACT

The urogenital infections are a common reality worldwide, caused by bacteria,
yeasts and protozoans which are able to colonize the urogenital tissues.
Several plant-based products demonstrated efficacy in treating this kind of
disturbs. Ethnopharmacological surveys realized with traditional populations,
including indigenous ones, in the Northeastern semiarid region of Brazil,
showed that several plant species are utilized to treat urinary and genital tracts
infections. To better understand the traditional medicine practices and
corroborate their efficacy, in this study the antimicrobial potential of eight
medicinal plants used to treat urogenital infections by two indigenous tribes,
Pankararu e Fulni-0, located in the Northeastern Brazil, was tested in vitro. The
plant material was collected at the end of the rain season in the rural community
Riachdo de Malhada de Pedra, Caruaru district, in the agreste of the
Pernambuco state. Aqueous and hidroalcoholic extracts were obtained using
the part of the plant traditionally used. The antimicrobial assay was performed
with the microdiluition method against human pathogens able to colonize the
urogenital system (Candida albicans, C. tropicalis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus). The anti-Trichomonas
vaginalis activity was evaluate testing the viability of the trophozoites. The
phytochemical profile of the extracts was realized and the antioxidant activity
was measured too. Furthermore the correlation between the antimicrobial
activity and the traditional use, using the Relative Use Importance index, was
tested. The results showed that the most susceptive of the tested
microorganism were the two Staphylococcus species, being the agueous and
hidoalcoholic extracts of Maytenus rigida and Spondias tuberosa the most
active ones (MIC = 0,2 mg/mL). Anacardium occidentale, Myracrodruon
urundeuva and S. tuberosa bark extracts were found to have the broadest
spectrum of activity. The majority of the extracts showed an anti-T. vaginalis
activity. Sideroxylon obtusifolium extracts showed the higher activity toward the
parasite, comparable with metrodinazol one. A positive correlation was
encountered between the quantity of tannins and the antimicrobial activity, this
indicates the role of this class of compounds in the activity here reported. A



significant correlation was also found between the antimicrobial activity and the
traditional use. The species presenting the higher antioxidant activities were
Anadenanthera colubrina, M. urundeuva, S. tuberosa, which are the species
with the higher total phenols content. No correlation between flavonoids content
and antioxidant activity was found. The results of this study indicate that A.
occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa synthetize substances which act
towards all the tested microorganism, justifing the traditional use of these
medicinal plants. These three species, along with M. rigida and S. tuberosa
showed a strong anti-T. vaginalis activity, which is promising for the

development of new treatments for this protozoan infections.

Key words: Medicinal plants, Caatinga, indigenous tribes, antimicrobial activity,

urogenital infections.
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1. APRESENTACAO

Nos paises em desenvolvimento, como os localizados na Asia, na Africa e na
América Latina, estima-se que entre 60 e 80% da populacdo depende da medicina
tradicional para os cuidados basicos da saude, em consequéncia do alto custo dos
medicamentos de sintese (Organizacdo Mundial da Saude, 2004). Torna-se,
portanto, de extrema importancia realizar estudos que comprovem a eficacia dos
remédios tradicionais e que investiguem sua toxicidade, para incrementar um uso
seguro.

Na maioria das sociedades contemporaneas ha uma crescente integracao entre
a medicina convencional e a medicina tradicional (Gurib-Fakim, 2006). No Brasil, o
interesse pelas plantas medicinais por parte das instituicdes € relativamente recente,
mas nas ultimas décadas houve a criacdo de diversos instrumentos normativos que
buscaram incentivar o uso das plantas medicinais de forma institucionalizada, tais
como:

- a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Decreto n° 5.813 de
2006), a qual tem como obijetivo “garantir a populacao brasileira 0 acesso seguro e 0
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”
(Brasil, 2006a);

- a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico
de Saude (SUS) (Portaria n° 971/GM/MS), que objetiva ampliar as opcoes
terapéuticas aos usuarios do SUS, com garantia de acesso a plantas medicinais,
fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia (Brasil, 2006b);

- 0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Portaria Interministerial
n°® 2.960 de 2008), que define a¢bes, prazos, recursos, ministérios/érgaos gestores e
envolvidos, para o desenvolvimento das diretrizes da politica e criagdo do Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Brasil, 2008);

- a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), onde
sdo elencadas 71 plantas medicinais que podem auxiliar o trabalho dos técnicos de
saude (Brasil, 2009). O RENISUS tem como obijetivo orientar estudos e pesquisas
gue possam subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia produtiva relacionada a

regulamentacao, cultivo, manejo, producdo, comercializacdo e dispensacdo de


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%205.813-2006?OpenDocument
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2006/prt0971_03_05_2006.html
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2008/pri2960_09_12_2008.html
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2008/pri2960_09_12_2008.html

plantas medicinais e fitoterapicos, e também orientar futuros estudos e pesquisas
sobre essas espécies para a producéo de fitoterapicos.

Desde 2004 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publica um
registro de fitoterapicos, anualmente atualizado, que indica todos os medicamentos
de origem exclusivamente vegetal que podem ser vendidos como fitoterapicos.
Recentemente, através da resolucdo n°® 26 de 13 de maio de 2014, a ANVISA
estabeleceu que, além dos produtos cuja seguranca e efetividade sejam
comprovadas através de estudos e publicacdes técnico/cientificas, sejam incluidos
na lista produtos que venham sendo tradicionalmente utilizados por no minimo 30
anos por alguma comunidade tradicional. Isso sem duvida aumenta a importancia
dos estudos etnodirigidos a respeito do uso de plantas medicinais. Vale ressaltar
que, na atual lista da ANVISA, a maioria das plantas € exotica, muito utilizadas em
paises de climas temperados, e que nem sempre conseguem ser cultivadas com
sucesso nas areas mais quentes do pais.

Dentre as ciéncias relacionadas com o assunto, a Etnoboténica Aplicada oferece
beneficios potenciais para o desenvolvimento direcionado a melhoria dos sistemas
de saude, reduzindo o consumo de farmacos, que sdo normalmente de importacéo e
tém custos elevados (Hamilton et al., 2003).

O Brasil apresenta uma mega biodiversidade e uma rica diversidade étnica e
cultural que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao emprego de
plantas em sistemas de cura e, consequentemente, tem um grande potencial de
pesquisas nesse campo. Todavia, muitas das espécies nativas popularmente
utilizadas como medicinais ainda exigem uma avalia¢édo cientifica que comprove as
propriedades farmacolégicas e que permita uma utilizacdo segura. Isso se exacerba
para biomas pouco explorados, como o semiarido nordestino, a Caatinga.

Nesse cenario, todos os trabalhos que visem avaliar o potencial terapéutico
e/ou a toxicidade de remédios populares e tradicionais que utilizam espécies nativas
do Brasil irdo contribuir para uma melhor utilizacdo das plantas pela populacdo. A
isso se soma também a vontade de que o potencial desse pais seja estudado e

aproveitado por instituicdes e comunidades brasileiras.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 As infeccbes das vias génito-urinarias

Como sistema génito-urinario se designa o complexo de 6rgaos do sistema
reprodutor e do sistema urinario. As infec¢cbes que interessam essa regiao
anatdbmica dos seres humanos sao uma realidade muito difundida, tanto em paises
desenvolvidos como nos em desenvolvimento ou emergentes. Alguns autores as
consideram como as infec¢des bacterianas humanas mais comuns (Foxman, 2003),
enquanto outros as classificam como as terceiras mais comuns depois das que
afetam os sistemas respiratorio e gastrointestinal (Najar et al., 2009). E estimado
que, mundialmente, ao redor de 150 milhdes de pessoas por ano Sao
diagnosticadas, sendo mais comum para as mulheres.

O termo infeccéo das vias urinarias indica a colonizacao do trato urinario (uretra,
bexiga, ureter e rins) por microorganismos. Em condigbes normais essa parte do
corpo nao apresenta presenca de bactérias e a urina em pessoas sadias € estéril
(Nicolle, 2008). O tipo de infeccdo mais comum € a cistite, quando o trato inferior das
vias urinarias (uretra e bexiga) é colonizado por bactérias patdgenas. A forma mais
grave é a infeccdo que afeta os rins, a pielonefrite. Aproximadamnente 10% das
mulheres sofrem de uma infec¢éo das vias génito-urinarias por ano e 60% tém pelo
menos um caso ha vida (Nicolle, 2008).

No inicio do Século XXI, somente nos Estados Unidos, foi estimado um gasto
anual de 1,6 bilhdes de dolares devido apenas as infec¢Bes urinarias nao
complicadas (Foxman, 2003). Na maioria dos casos o responsavel é a bactéria
Gram-negativa Escherichia coli. Normalmente é hospedada no intestino humano,
onde desempenha um importante papel na absorcao dos nutrientes. No entanto, ao
colonizar o trato urinario torna-se patégena, sendo responsavel por 85% desse tipo
de infecgédo (Nicolle, 2008). O elevado potencial de invasao dos tecidos humanos
por E. coli é devido, principalmente, a sua capacidade de desenvolver fatores de
viruléncia e patogenicidade, como fimbrias, flagelos, proteinas adesinas e toxinas
gue a tornam capaz de colonizar as células do urotélio, camada tecidual que recobre
grande parte do trato urinario (Nicolle, 2008).

O segundo agente patdogeno mais comum capaz de colonizar o trato urinario é a


http://pt.wikipedia.org/wiki/Trato_urin%C3%A1rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Micro-organismo

bactéria Gram-positiva Staphylococcus saprophyticus. Esse microrganismo,
normalmente presente na pele e no trato digestivo humano, é frequentemente
encontrado nos casos de cistites (Nicolle, 2008). A analise do seu genoma mostrou a
presenca de alguns genes que codificam para fatores de viruléncia como proteinas
de adeséo, sistema de transporte intramembranal e um metabolismo do nitrogénio
que facilita a adaptacdo no ambiente da urina (Kuroda et al., 2005).

Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-positiva comensal do trato
gastrointestinal e figura também entre os microrganismos causadores de transtornos
urogenitais. Capaz de colonizar outros tipos de tecidos, pode se tornar agente
infectante tanto do urotélio, quanto do epitélio da mucosa vaginal, e é considerada a
terceira causa de infeccéo das vias génito-urinarias (Nicolle, 2008).

Klebsiella pneumoniae é também umas das causas de infeccdes das vias
urindrias. Como indica o epiteto especifico, essa bactéria Gram-negativa é muito
conhecida por causar pneumonias, embora seja comum sua implicagdo em
infeccbes hospitalares (aparelho urinario e feridas), em particular em doentes
imunologicamente deprimidos (Nicolle, 2008).

Staphylococcus aureus, € outra bactéria patégena capaz de colonizar o aparelho
génito-urinério. N&do é considerado entre as causas mais comuns de infec¢des das
vias urinarias simples, mas é a bactéria mais comumente encontrada nos caso de
bacteriuria na urina (Muder et al., 2005). Pela sua elevada capacidade de
desenvolver resisténcias aos antibidticos, S. aureus torna-se um problema em
qualquer tecido que se instale (Chamber e DeLeo, 2009).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa capaz de colonizar o
trato urinario, especialmente nas infeccdes nosoncomiais. Forma biofilmes muito
resistentes, o que a torna um dos agentes de infeccbes hospitalares mais
prevalentes no mundo, normalmente de dificil tratamento (Arruda, 1996).

Proteus mirabilis, bactéria Gram-negativa, ocorre naturalmente no intestino
humano, mas pode se tornar um versatil, e patdégeno, colonizador do trato urinario,
pela sua capacidade de metabolizar a ureia (Nicolle, 2008).

No que concerne as infeccbes genitais, as mulheres sdo predominantemente
mais afetadas, a vagina oferece condi¢des favoraveis a proliferacdo descontrolada
de microrganismos (bactérias, leveduras, protozoarios ou virus) que causam um
processo inflamatdrio, normalmente conhecido como vulvovaginite. Um dos maiores

responsaveis por esse tipo de transtorno é a levedura acidofila Candida albicans.
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Esse fungo faz parte da microbiota normal da vagina, onde vive em competicdo com
0S outros microrganismos ali normalmente presentes, mas quando se desenvolvem
algumas condicdes favoraveis, ela consegue proliferar descontroladamente e causar
a infeccdo conhecida como candidiase (Sobel, 2007). Embora C. albicans tenha se
demonstrado o microrganismo mais comum nesse tipo de infec¢des (85-90% dos
casos), outras espécies do mesmo género também podem ser o agente causador
das candidiases vaginais. Nas regifes tropicais a mais comum é C. tropicalis, com
caracteristicas similares as de C. albicans, criando o mesmo quadro clinico, porém
normalmente mais resistente aos tratamentos (Chai et al., 2010).

As vaginites também podem ser de origem bacteriana, devidas a proliferagéo
andmala de uma ou mais cepas, que causam inflamacao. Um estudo epidemioldgico
realizado no Brasil com mulheres que apresentavam vaginites mostrou que as
bactérias mais presentes eram S. aureus (23,8%), seguidas por E. coli (14,3%),
Gardenella vaginalis (9,6%), E. faecalis (9,5%) e outras, como Prevotella sp e
Streptococcus agalactiae (Campos et al., 2008).

Outro patdogeno muito freqlente das vias génito-urinarias € 0 protozoario
Trichomonas vaginalis que, colonizando as mucosas vaginais e do ureter, é
causador de tricomonoses. Em 2001 a Organizacdo Mundial da Saude classificou
esse parasita como a causa de disturbio genital sexualmente transmitido néo viral
mais comum do mundo, estimando cerca de 170 milhdes de casos por ano (OMS,
2001). Nos Estados Unidos, calculou-se que 13% da populagédo de mulheres negras
estava infectada pelo protozoario (Bachmann et al.,, 2011), com quadros clinicos
muito variados. Pelo fato de ser muitas vezes assintomatico, embora a extensa
epidemiologia, as infecgbes por T. vaginalis ndo sao consideradas como uma
urgéncia, apesar da bem documentada relacdo entre a sua presenca e 0 aumento
consideravel do risco de desenvolver cancer cervical, infertilidade e de contrair o HIV
(Cargnin et al., 2013). Existem somente dois medicamentos para tratar tricomonose,
0 metronidazol e o tinidazol, ambos recomendados pela Food and Drug
Administration, mas que nem sempre apresentam sucesso no tratamento (Cargnin et
al., 2013).

As infecgbes das vias génito-urinarias sdo normalmente tratadas e facilmente
curadas com antibiéticos de ampla agédo e antimicéticos, mas é muito comum ter
recidivas, por causas ainda pouco claras. Por isso, encontrar outras formas de tratar

esses transtornos é muito importante e os produtos naturais podem se tornar uma



fonte valiosa de alternativa terapéutica (Palmeira-de-Oliveira et al., 2013).

Além disso, o fato de algumas populacdes bacterianas, principalmente de
origem hospitalar, se tornarem resistentes aos agentes antimicrobianos mais
utilizados, estd se tornando um problema preocupante. O complexo mecanismo
evolutivo de insurgéncia de resisténcia aos antibidticos, ainda néo totalmente
esclarecido, ocorre normalmente através de mutagbes do genoma bacteriano em
fase de replicacdo e proporciona a sintese de novas enzimas, capazes de inativar as
substancias antimicrobianas. Essas resisténcias, na maioria dos casos, Ss&o
transmitidas a outros individuos através de plasmidios, que facilitam muito a difusdo
delas (Davies e Davies, 2010).

A insurgéncia das resisténcias bacterianas € devida em parte a massiva e
inadequada utilizacdo dos antibioticos nos ultimos 50 anos, que promoveu uma forte
selecdo natural das bactérias e agora esta se tornando um grave problema para a
saude publica, especialmente nos ambientes hospitalares. A Organizacdo Mundial
da Saude mostrou a preocupacédo geral sobre como “este problema esta minando a
possibilidade de se tratar muitas doengas infecciosas” e como isso podera devolver
o mundo a uma época pré-antibiético (OMS, relatério 2012).

Neste cenéario, € de fundamental importancia a continua busca de novas
substancias ativas contra 0s microrganismos patdgenos, além de uma utilizacédo

mais consciente das ja existentes no mercado.

2.2 Substancias antimicrobianas de origem vegetal

Depois da descoberta em 1928 do primeiro antibiético, a penicilina, foi somente
na decada de 40 que houve o grande pico de desenvolvimento de antibibticos a
partir de microrganimos. Esse periodo histérico revolucionou amplamente a medicina
moderna, tornando curaveis doencas infecciosas de dificil tratamento na época. Nos
anos gue seguiram muitos foram os esforcos no campo da farméacia em busca de
novas classes de substancias de sintese capazes de enfrentar a evolucdo das
resisténcias bacterianas. Apesar da intensa pesquisa e dos grandes capitais
investidos nesse setor ao longo desse tempo, observou-se uma queda da
produtividade dos farmacos, com o ultimo grande pico de producéo registrado nos

anos '60 (Lewis, 2012; Rodriguez-Roja et al., 2013). Nas ultimas décadas ndo houve



a descoberta de novas classes de antibidticos sintéticos, se se exclui a noticia
recentissima de uma molécula, chamada teixobactin, que parece capaz de matar a
maioria das bactérias multiresistentes testadas (Ling et al., 2015). Essa descoberta
foi aclamada pela midia, se bem que ainda faltem muitos testes in vivo e ensaios
clinicos que comprovem o real potencial, ressaltando a grande importancia da busca
de novas moléculas, ou conjunto de moléculas, com atividade antibiotica.

Cada molécula produzida na natureza tem um receptor biolégico, um alvo, com
a qual ela interage. Isso explica o investimento energético que as células enfrentam
para produzir estas moléculas. A partir desse pressuposto, todos os produtos de
origem natural poderiam ser considerados como estruturas quimicas biologicamente
validadas e que ja possuem um alvo biologico, as vezes util para o homem (Pupo e
Gallo, 2004). A extraordinaria variabilidade presente na natureza induz pensar que
fontes de biodiversidade menos exploradas ou inexploradas podem ser associadas a
nova diversidade quimica, com grande potencial de acdo contra 0s organismos
patdbgenos que apresentam resisténcia a antibiéticos. As plantas e microrganismos
cultivhveis se tornaram as principais fontes de moléculas biologicamente ativas e
terapeuticamente Uteis nos tempos atuais (Clardy e Walsh, 2004). Um estudo de
revisdo mostra que, entre 1981 e 2010, a percentagem média de farmacos
produzidos a partir de substancias naturais era de 36,5%, com um padrdo em
constante incremento, correspondendo em 2010 a 50% dos novos remédios
comercializados, produzidos a partir de substancias naturais ou derivados naturais;
destes, 10,4% eram antimicrobianos (Newmann e Cragg, 2012). Os referidos
autores destacaram que, mesmo quando as substancias com atividade biol6gica
utilizadas nos remédios sédo de origem sintética, na maioria dos casos foram obtidas
com base em mecanismos moleculares ja existentes na natureza, que
definitivamente € a maior fonte de inspiracéo.

Como bioprospecgao, termo cunhado formalmente em 1993, entende-se “a
exploracdo da biodiversidade para a descoberta de recursos genéticos e
substancias bioquimicas comercialmente Uteis” (Laird, 1993). O Brasil apresenta
umas das biodiversidades mais ricas do planeta, incluindo de 15 a 25% de todas as
espécies vegetais do globo, distribuidas em biomas anicos, que apresentam altos
indices de endemismo (Joly et al., 2011). Essa imensa diversidade biol6gica vem
sendo utilizada desde a época que os indios eram 0s Unicos habitantes do

continente e foi explorada em parte na época da colonizacdo. Todavia, somente nos



altimos 60 anos comecou ser estudada, gracas a programas de pesquisas
governamentais que visam acessar o potencial de bioprospeccdo que esse pais
apresenta (Joly et al., 2011). J&4 em 1996, Otto Gottlieb e colaboradores ressaltavam
a urgéncia de aumentar o niumero de pesquisas sobre 0s produtos naturais e suas
propriedades etiotropicas, denunciando qudo poucas espécies vegetais estavam
sendo examinadas como potenciais agentes terapéuticos no Brasil (Gottlieb et al.,
1996). Dez anos depois, Gurib-Fakim (2006) estimava que somente 0,4 % das
55.000 espécies botanicas presentes no pais tinham sido atingidas pelos
pesquisadores. Esses valores sdo ainda piores quando foca-se a atencdo sobre
biomas ainda pouco estudados, como a floresta tropical seca da regiao Nordeste,
denominada caatinga. Essa regido, com seus 800.000 km? de extenséo,
corresponde aproximadamente a 11% do territério nacional (Prado, 2003).
Caraterizada por clima bastante arido e precipitacdes escassas concentradas em
uma Unica estagdo chuvosa, a caatinga apresenta diferentes fitofisionomias, todas
com predominancia de plantas xerdéfitas e caducifélias. A flora e a fauna sao
diversificadas e apesar da sua diversidade biolégica ter sido subestimada, mais de
1500 espécies de plantas foram registradas, das quais 1/3 endémicas (Silva et al.,
2003a). Em 2000 estimava-se que 41,1% da Caatinga ainda ndo estava amostrada
e 80% estava sub-amostrada (Silva et al.,0 2003a). Nos ultimos anos, trabalhos que
enfocaram a ecologia e outros aspectos da flora da Caatinga aumentaram
consideravelmente, mas ainda esse conhecimento se encontra fragmentado
(Albuquergue et al., 2012).

Em resposta a real exigéncia de incrementar os estudos sobre a flora da
Caatinga, em 2013 foi criado o “Nucleo de Bioprospeccdo e Conservacdo da
Caatinga” pelo Instituto Nacional do Semiarido (INSA) com a finalidade de promover

as pesquisa nessa area.

2.2.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da aplicacao
de um gradiente de concentracdo da substancia a ser testada e observacéo de qual
o valor em gque inibe o crescimento do microrganismo-teste; esse valor é conhecido
como Concentragdo Minima Inibitéria (MIC). Atualmente ha diferentes técnicas

desenvolvidas para testar a atividade antimicrobiana de uma determinada



substancia frente a um microrganismo, podendo ele ser bactéria, fungo ou
protozoario. Pode ser feita uma distincdo genérica entre os dois métodos mais
utilizados: o da difusdo em meio solido agar e o da diluicio em caldo (Ostrosky et
al., 2008).

A difusdo em meio sdélido € um método fisico que relaciona o tamanho da zona
de inibicdo de crescimento do microrganismo testado com a concentracdo da
substancia ensaiada. Pode ser realizada através das técnicas do poco, do disco e do
template. Todas elas precisam de padronizacdo para poder oferecer resultados
confidveis e comparaveis entre eles, porque existem varios fatores que podem se
tornar fontes de erros e levar a interpretacdes incorretas, tais como 0 meio de cultura
(preparacdo, composicdo e espessura), Vvelocidade de crescimento do
microrganismo, densidade do indculo incorreta, leitura prematura, tempo errado de
incubacédo ou erro na medida das zonas de inibicdo (Ostrosky et al., 2008).

O método da diluicdo em caldo considera a relagdo entre a proporcdo de
crescimento do microrganismo testado no meio liquido e a concentracdo da
substancia ensaiada. Fornece resultados quantitativos e reprodutiveis, e por isso é
considerada um método de maior confianca e que se presta mais a comparacao (de
Bona et al., 2014). Baseia-se em duas fases: na primeira o microrganismo € posto
no meio liquido em presenca de diferentes concentracdes da substancia a testar e o
seu crescimento € observado; na segunda, é ressemeado em meio solido estéril e
novamente € observado o seu crescimento. Dessa forma € possivel determinar se a
substancia testada, além de inibir o crescimento do microrganismo, o matou,
permitindo entdo de calcular tanto o valor da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)
guanto o da Concentracdo Minima Bactericida/Fungicida (MBC/MFC). Uma vez que
a MBC/MFC é calculada pode-se investigar a natureza da acdo antimicrobiana,
determinando se tem poder bacteriostatico/fungistatico ou bactericida/fungicida,
através da simples divisao MBC:MIC ou MBC:MIC (Hadfid et al., 2011). O método de
diluicho em caldo pode ser realizado em volumes muito reduzidos, denominada
técnica de microdiluicdo; isso permite reduzir consideravelmente a quantidade de

material e 0os custos de realizacao.
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2.3 A abordagem Etnobotanica

A Etnobotanica e a Etnofarmacologia sao ferramentas eficazes para determinar
espécies vegetais candidatas para estudos preliminares. Com estudos etnodirigidos
referem-se as pesquisas que visam avaliar o potencial terapéutico de métodos de
cura tradicionais e, mesmo se nem sempre, contribuir com a descoberta de um novo
farmaco. Vérios estudos demonstraram que a abordagem etnodirigida, comparada
com outras, resulta a mais produtiva e por isso a mais utilizada (Elisabetasky, 2003;
Albuquerque & Hanazaki, 2006; Albuquerque et al., 2014). Querendo avaliar qual
método de selecdo das plantas fosse 0 mais eficaz na busca de espécies com
atividade antimicrobiana da caatinga, Silva et al. (2013a) demonstraram que as
plantas selecionadas através de estudos etnofarmacolégicos eram as que mais
possuiam acgao antibacteriana.

Cox & Balick (1994) afirmaram que o0s conhecimentos tradicionais sobre as
plantas medicinais sdo extremamente Uteis na busca de substancias de interesse
meédico e farmacoldgico. O fato das plantas utilizadas nas farmacopéias tradicionais
serem passadas por uma selecdo empirica ao longo de séculos as tornam
potenciais fontes de substancias ativas Uteis (Cox & Balick, 1994).

Sendo a Etnobotanica uma disciplina direcionada ao estudo do complexo
conjunto de relacbes de plantas com as sociedades humanas, presentes ou
passadas, ela vai muito além do estudo do potencial de bioprospeccdo. Entre os
objetivos de estudar como o ser humano interage com o ambiente no qual vive,
podem ser encontradas respostas para questdes sobre a conservacdo do meio
ambiente e da biodiversidade, dando estimulos sobre possiveis formas diferentes de
manejo ambiental (Diegues, 2004). Os estudos etnobotanicos podem fornecer bases
para modelos alternativos de desenvolvimento. Neste sentido, nos anos 1990,
Diegues (1996) explicava que, sendo as tradicdes de algumas culturas nativas
carregadas de elementos naturais, a natureza apresenta grande interesse social e
cultural, o que implica a manutencdo da mesma e dos seus recursos. Nos Ultimos
anos, estudos etnobotanicos tém fornecido valiosas contribuicdes para o manejo e
conservacgao dos recursos naturais e cada vez mais autores abordam hipoteses com
implicacbes na conservacdo. Especialmente no caso de estudos de povos
indigenas, capazes de interagir com o meio ambiente de forma sustentavel com uma

visdo do mundo conservacionista, estd a maior contribuicdo (Albuquerque, 1999).
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Exemplos interessantes sao os estudos realizados por Posey (1987) sobre os indios
Kayapd, que desenvolveram um elaborado sistema de manejo sustentavel das
florestas onde habitam.

Além disso, o estudo e a avaliacdo do conhecimento tradicional € uma forma de
valorizagcédo desse conhecimento e de preservacdo do mesmo, que inevitavelmente
vai de encontro as formas de eroséo, devido ao contato com a sociedade ocidental.
S&o muitos os casos relatados do pouco interesse das novas geracdes em aprender
os saberes transmitidos pelos pais e avos, que assim vao se perdendo, sendo eles
muito ligados a transmissao oral. Os saberes tradicionais sdo parte integrante do
patriménio cultural de um povo, que precisa investir para preserva-los, para evitar
gue se extingam. Uma das caracteristicas do conhecimento tradicional é o fato de
ser conservado por via oral, geralmente herdado através do vinculo familiar. Sendo
assim, especialmente na area da medicina, o conhecimento tradicional fica
conservado e concentrado em poucas pessoas que, associado a tendéncia da
substituicdo da medicina tradicional pela medicina ocidental/convencional, gera um
evidente risco de perda desse conhecimento com o passar do tempo. Portanto, é
urgente a necessidade de conservar estes aspectos tradicionais antes que
desaparecam.

O Brasil apresenta uma incrivel rigueza de populacdes tradicionais, entre as
qguais se encontram as tribos indigenas, as comunidades quilombolas, caicaras e
caipiras. Em decreto de 2007, o Governo Federal Brasileiro identificou como Povos e
Comunidades Tradicionais os grupos “culturalmente diferenciados e que se
reconhecem como tais, que possuem formas préprias de organizacdo social, que
ocupam e usam territdérios e recursos naturais como condicdo para reproducao
cultural, social, religiosa, ancestral e econbmica, utilizando conhecimentos,
inovacbes e praticas gerados e transmitidos pela tradigdo” (Brasil, 2007). Os
levantamentos etnobotanicos e a avaliacdo cientifica do poder terapéutico das
farmacopéias dessas comunidades desempenham um papel importante no resgate,
na preservacao e na valorizagcdo desse conhecimento tradicional. De fato, apesar da
forte dependéncia das comunidades tradicionais da biodiversidade para a sua
propria sobrevivéncia e suas praticas naturais, nos tempos recentes, a proximidade
e a sempre maior convivéncia com a sociedade ocidental tem ocasionado a perda
das préaticas ancestrais que envolvem o0 conhecimento tradicional de uso e

aproveitamento dos recursos nhaturais (Gross et al. 1979); consequentemente,
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muitas comunidades tradicionais e rurais em geral, estdo substituindo o emprego
dos recursos vegetais locais por medicamentos sintéticos. Esta situacdo € ainda
mais agravante em paises assistencialistas, onde as politicas nacionais visam a
insercado do sistema biomédico em comunidades nativas sem pesquisar 0 impacto
dessa introdugdo. Tudo isso pode minar o interesse dos indigenas pelas praticas
tradicionais de cura. Nesse cendrio de erosao do conhecimento botanico ancestral,
associada a forte pressdo sobre os ecossistemas com a acelerada destruicdo de
alguns ecossistemas nativos, acrescenta-se a ameaca a conservacao dos recursos

vegetais com potencial terapéutico e a conservag¢ao do conhecimento tradicional.

2.4 O estado de Pernambuco e os povos indigenas

O estado de Pernambuco, situado na regido Nordeste do Brasil, registra a quarta
maior populagdo indigena do pais; existem atualmente 12 tribos indigenas que,
embora em contato com a sociedade nacional ha muito tempo, ainda mantém uma
identidade étnica bem afirmada e conservam saberes dos antepassados, inclusive
nas praticas de cura das doencas e das enfermidades.

As &reas demarcadas indigenas estdo distribuidas nas regides do Agreste e do
Sertdo pernambucano, caraterizadas pelas diferentes fitofisionomias do bioma
Caatinga, e contam com um total de 53.200 pessoas (dados FUNAI, censo IBGE
2010).

A partir da década de 1990, o grupo de Pesquisa em Etnobotanica e
Etnoecologia Nordestina da Universidade Federal de Pernambuco comecou estudar
alguns destes grupos indigenas, com principal enfoque sobre o uso das plantas,
entre 0s quais os Fulni-6 e os Pankararu (Silva, 2003b; Silva et al., 2006; Londofio,
2010). Essas tribos sdo depositarias de uma cultura muito bem adaptada ao bioma
Caatinga e suas medicinas tradicionais sdo ainda amplamente baseadas no uso das
plantas nativas dessa regido, se bem que muitas espécies exoticas ja facam parte
das suas farmacopéias (Albuquerque et al., 2008).

A comunidade indigena Fulni-6 é localizada no municipio de Aguas Belas,
aproximadamente a 300 km da capital do estado. Embora a cidade de Aguas Belas
proporcione uma convivéncia constante entre comunidades indigena e néo indigena,

7

o povo Fulni-6 é considerado como 0 que mais manteve a sua identidade em
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Pernambuco, pois € o Unico que ainda conserva a lingua nativa, o yaté, e um
complexo conjunto de rituais mistico-religiosos, incluindo os rituais de Toré e do
Ouricuri (Moura e Athias, 2007). O povo Fulni-6 conta com cerca de 5300 pessoas
(dados FUNAI, censo IBGE 2010) que vivem no territorio indigena demarcado de
aproximadamente 11.000 ha. No sistema de cura Fulni-6, classificado como
xamanico, existe uma forte dependéncia do uso das plantas para rituais de cura
(Souza, 2007), e foi reportada uma ampla farmacopéia (Silva, 2003b).

A comunidade indigena Pankararu ocupa a area homologada pelo governo
como Terra Pankararu, as margens do rio S&o Francisco, nos municipios de
Petrolandia, Tacaratu e Jatoba. Limita-se com os estados de Alagoas e Bahia e é
ocupada por uma populacdo cerca de 5000 habitantes (dados FUNAI, censo IBGE
2010), distribuidos em 13 aldeias. As aldeias encontram-se em areas enquadradas
no bioma Caatinga e em brejos, sendo caracterizada por uma vegetacdo arbGrea ou
arbustiva, predominantemente caducifélia, espinhosa, com presenca de caules
suculentos e herbaceas anuais. Dados epidemiolégicos na éarea de saude
encontrados no diagndstico elaborado durante a implantacdo do Distrito Sanitario
Indigena (DSEI-PE), revelaram que 104 das 112 familias entrevistadas (92,2%),
faziam uso de recursos caseiros para o tratamento de suas doencas, indicando ser
esta a primeira etapa do itinerario terapéutico utilizado pelos Pankararu. Esses
recursos sao basicamente fitoterapicos (Athias e Machado, 2001). Em 2010 realizou-
se 0 levantamento da farmacopeia medicinal tradicional desse povo (Londofio,
2010). Essa pesquisa retratou aspectos etnofarmacologicos que incluem os diversos
usos das plantas, indicacBes terapéuticas, formas de preparo e emprego, posologia
e contra-indicacfes. Os resultados mostraram que o uso das plantas para o cuidado
da salde representa um importante aspecto cultural e de sobrevivéncia na
comunidade indigena Pankararu. Além disso, evidenciou a presenca de um vasto
ndamero de plantas medicinais, com um total de 98 etnoespécies distribuidas em 76
taxons, utilizadas para o cuidado da saude feminina, indicadas tanto para tratamento
de doencas e distdrbios da mulher, quanto para o atendimento do nascimento,
puerpério e cuidados do recém-nascido. Ao avaliar o fator de consenso entre 0s
informantes Pankararu, a referida autora observou maior concordancia no
conhecimento da flora empregada para o cuidado do sistema reprodutivo (FCI =
0,83) (Londofio, 2010). Esses resultados concordam com os de Athias (2007), que

no seu trabalho Sexualidade, Fecundidade e Programas de Saude nos Pankararu
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relatou que o povo Pankararu possui conhecimento aprimorado sobre o cuidados da
saude da mulher, incluindo o acompanhamento da gravidez, o pre-natal, o parto, a
contracepcéo e a prevencdo. O antropologo percebeu que, se bem as mulheres
Pankararu valorizem os conhecimentos da medicina convencional, no que concerne
ao cuidado da saude feminina e reprodutiva preferem o sistema de cura tradicional.
Em 2010, a maioria dos partos (90 %) era domiciliar e auxiliados por parteiras locais
(Athias, 2007). Atualmente, mesmo no parto hospitalar, existe a possibilidade da
parturiente de contar com o acompanhamento de uma das parteiras Pankararu que,
sendo auxiliar de enfermagem contratada pela FUNASA, articula os dois tipos de
medicina, a tradicional e a oficial. Em consequéncia, criou-se um sincretismo que
enriquece o servico de saude para a mulher nas aldeias, uma vez que conserva a
tradicdo do papel das parteiras dentro da cultura Pankararu e favorece a qualificacéo
das mesmas.

Com a revisdo da literatura sobre a flora medicinal da Caatinga, particularmente
a relacionada as comunidade indigenas de Pernambuco, surgiu o interesse de
investigar o potencial terapéutico de algumas espécies da caatinga pertencentes a
flora medicinal utilizada para o cuidado da saude feminina. As farmacopéias
Pankararu e Fulni-0 foram comparadas e, na base das indica¢cdes de uso para o
tratamento das infec¢cbes das vias génito-urinarias, como desinfetante vaginal e
como antisséptico no puerpério, foram escolhidas oito espécies dentre as mais
citadas, para avaliar o potencial antimicrobiano. As espécies selecionadas sao
comumente encontradas na caatinga e constam nas farmacopéias de outras
comunidades rurais que habitam as areas semiaridas do Nordeste do pais (Agra,
1996, 2007; Lorenzi & Matos, 2008; Albuquerque et al., 2007; Cartaxo et al., 2010).
Na tabela 1 sdo apresentadas as oito espécies, com suas respectivas familias e

informacgdes sobre atividade antimicrobiana relatadas na literatura.



TABELA 1. Plantas medicinais do semiarido nordestino, suas familias botanicas, nomes vulgares, partes empregadas, tipo de preparo e

atividades antimicrobianas ja comprovadas encontradas na literatura.

Familia
botanica

Parte empregada e

. Atividade antimicrobiana testada
tipo de preparo

Nome cientifico Nome vulgar

Anacardium occidentale  Anacardiaceae Cajueiro roxo casca - decoccédo Extrato metandlico 60% da casca — método difusdo

Linn. em agar (Bacillus sp., Clostridium sporogens,
Corynebacterium  pyogene, Escherichia  coli,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas
fluorescens, Shigella dysenteriae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis) (Akinpelu, 2001);
extrato metandlico das folhas e da casca — difusdo
de disco (Klebsiella sp, Salmonella typhi, C.
albicans, E.coli, S.aureus, Bacillus subtilis) (Ayepola
& Ishola, 2009); extrato hidroalcodlico da casca 70%
- MIC (Streptococcus sp, S. aureus) (Silva et al.,
2007, Melo et al., 2006); extrato hidroalcodlico 70%
e aquoso da casca — MIC (S. aureus, Proteus
mirabilis, E.coli, P. aeruginosa, Salmonella typhi,
Klebsiella sp.) (Belonwu et al., 2014).

Anadenanthera colubrina  Leguminosae/ Angico casca - decocgdo  Extrato hidroalcodlico 70% das folhas, dos frutos e

(Vell.) Brenan Mimosoideae da casca — MIC (varias cepas de S. aureus) (Araujo
et al.,, 2014; Silva et al., 2013b; Palmeira et al.,
2010); extrato hidroalcodlico da casca 80% - MIC e
anti-biofilm (C. albicans, Streptococcus mutans, S.
sanguis, E. faecalis, P.aeruginosa) (Lima et al.,
2014).

Croton heliotropiifolius Euphorbiaceae Velame Folhas - infusdo
Kunth.



Maytenus rigida Mart. Celastraceae Bom nome

Mesosphaerum Lamiaceae Sambacaita

pectinatum (L.) Kuntze

Myracrodruon urundeuva Anacardiaceae Aroeira-do-sertdo
(Engl.) Fr. All

Spondias tuberosa Anacardiaceae Umbu
Arruda
Syderoxylum obtusifolium  Sapotaceae Quixaba

(Roem. e Schult.) T.D.
Penn.

casca - decoccédo

Folhas, flores -
infusdo/maceracao

casca - decoccédo

casca - decoccédo

casca - decoccédo

Extrato etandlico 95% - difusdo em agar (S. aureus,
Salmonella sp., P. aeruginosa) (Santos et al., 2011);
extratos etandlico 90% e aquoso da casca — difusao
em agar (E.coli Candida sp., S. aureus,
P.aeruginosa) (Estevam et al., 2009).

Oleo essencial das folhas - MIC (Candida sp.,
Cytrobacter freudii, Salmonella enteritis, B. subtilis,
E.coli, Serratia marcescens, Klebsiella sp,
Enterococcus cloacae, E. faecalis) (Santos et al.,
2008), extrato metanodlico das folhas — difusdo de
disco (S. aureus, B. subtilis, E.coli, P. aeruginosa)
(Rojas et al., 1992).

Extrato metandlico da casca - MIC (S. aureus, B.
subtilis, M. luteus, E. faecalis, E.coli, C. albicans,
Aspergillus niger) (Jandu et al.,, 2013), lectinas
isoladas da madeira - MIC (B. subtilis,
Corynebacterium callunae, S. aureus, S. faecalis,
E.coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa) (Sa et al.,
20009).

Extrato metandlico 80% das folhas — difusao de
disco (K. pneumoniae, S. marcescens, P.
aeruginosa, P. mirabilis, Serratia liquefascens, E.
cloacae) (Silva et al., 2012)

extrato metandlico e hexanico da casca — MIC (E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa) (Leandro et al.,
2013).
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Anacardium occidentale L., Anacardiaceae - Vulgarmente conhecida como
cajueiro, € uma arvore com distribuicio no continente Latino americano e na Africa;
no Brasil, ocorre tanto nas dunas costeiras quanto nas areas semiaridas do agreste
e do sertdo (Lorenzi & Matos, 2008). O cajueiro era ja muito utilizado pelos indios da
regido desde a época pré-colombiana e hoje em dia é cultivado em vastas areas do
Nordeste. Essa planta apresenta varias utilidades: a castanha e o pseudofruto séo
comestiveis, a resina € aproveitada como agregante na industria farmacéutica, a
casca e a entrecasca sdo muito utilizadas na medicina popular nordestina, como
antisséptico e anti-inflamatorio (Agra et al., 2007; Albuquerque et al., 2007; Lorenzi &
Matos, 2008). Na literatura encontram-se varias atividades comprovadas do cajueiro,
considerado uma planta antiiflamatdria (Olajide et al., 2004), antidiabética (Ukwenya
et al.,, 2012), inibidor da enzima acetilcolinesterase (Barbosa-Filho et al., 2006) e
substancias isoladas do fruto demonstraram ser inibidora de tirosinase (Kubo et al.,
1994). Foi comprovada a atividade antimicrobiana do extrato metandlico da casca
contra diferentes microrganismos (Akinpelu, 2001) e do extrato hidroalcodlico contra
varias cepas resistentes da bactéria S. aureus (Silva et al., 2007).

Anacardium occidentale esta inserido na lista do RENISUS, como potencial
fitoterapico a ser empregado no Sistema Unico de Salde e que precisa de ulteriores
comprovacoes da eficacia e da seguranca para 0 seu uso. Embora muitos estudos ja
tenham sido realizados sobre a atividade antimicrobiana da casca dessa espécie,
nao encontramos estudos que focassem o potencial da casca para tratamento de

infeccbes das vias génito-urinarias.

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Fabaceae-Mimosoideae — Vulgarmente
conhecida com o nome de angico, é uma arvore de 5-15 metros de altura, nativa do
Nordeste, mas encontrada até o Parana (Lorenzi e Matos, 2008). Apresenta casca
rugosa provida de espinhos carateristicos, muito usada na medicina popular
nordestina, com varias indicacdes terapéuticas, entre as quais tratamento de tosse,
bronquite e coqueluche (Agra et al., 2007). Estudos in vivo com ratos mostraram a
acao cicatrizante do extrato metandlico da casca (Pessoal et al., 2010) e a atividade
antiinflamatdria e antinociceptiva do extrato aguoso (Santos et al., 2013). Os extratos

hidroalcodlicos das folhas e dos frutos resultaram ter uma atividade antimicrobiana
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contra diferentes cepas de S. aureus (Araujo et al., 2014). O extrato hidroalcodlico
do fruto também mostrou atividade contra S. aureus, com acdo sinérgica quando
acoplado com o antibiético eritromicina (Silva et al., 2013b). Os mesmos resultados
foram encontrados com o extrato hidroalcodlico das folhas associado a diferentes
antibioticos (Figueredo et al., 2013). O extrato hidroalcodlico da casca demonstrou
ter uma acédo antimicrobiana frente a C. albicans, S. mutans, S. mitis, P. aeruginosa
e E. faecalis (Lima et al., 2014). A casca apresenta um alto teor de taninos e uma
boa atividade antioxidante (Melo et al., 2010). A goma-resina obtida do ferimento da

casca tem atividade imunomoduladora e antitumoral (Moretédo et al., 2003 e 2004).

Croton heliotropiifolius Kunth, Euphorbiaceae — Conhecido popularmente como
velame ou velande, € uma planta arbustiva ou subarbustiva com até 2 metros de
altura. Cresce na regido Nordeste do Brasil, em areas de Caatinga embora também
ocorra em brejos de altitude (florestas montanas), restingas e cerrados. Na medicina
popular € utilizada para dor de estbmago, mal estar gastrico, vomitos, diarreia com
sangue e para atenuar a febre (Randau et al., 2004). Em muitos trabalho que tratam
essa espécie foi utilizado o sinbnimo Croton rhamnifolius Bomplan & Kunth,
atualmente considerado sindnimo heterotipico de C. heliotropiifolius (Cordeiro et al.,
20015). Espécies do género Croton foram amplamente investigadas quanto a
composicdo dos seus 6leos volateis, mas poucos ainda séo os estudos realizados
sobre as atividades biolégicas delas, especialmente as que ocorrem na Caatinga. Do
velame foi investigada a atividade antiespasmaddica e antiulcerogénica do extrato
bruto aquoso (Randau et al., 2002) e a acao larvicida do 6leo essencial contra o
diptero Aedes aegypti L. (Ddria et al., 2010), mas ainda ndo existem estudos sobre a

atividade antimicrobiana.

Maytenus rigida Mart., Celastraceae — Conhecida popularmente como bom-nome,
€ uma arvore de pequeno porte que alcanga poucos metros de altura com
carateristicas folhas coriaceas e brilhantes. As plantas de Maytenus, muitas delas
popularmente conhecidas e usadas na medicina popular em todo o Brasil, produzem
uma classe de triterpenos pentaciclicos, considerada um marcador taxondmico do

género e que demonstrou ser responsavel por diversas atividades biologicas (Silva
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et al., 2011). Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek, M. aquifolium Mart. e M. obtusifolia
Mart., por exemplo, sdo ricas em compostos bioativos, com diferentes atividades
biologicas avaliadas, entre as quais a antimalarica, antioxidante, antinoceptiva,
antitumoral e anticonvulsiva (Lorenzi e Matos, 2008). A casca do tronco de M. rigida,
espécie tipica do bioma Caatinga, € muito usada para tratar infeccées femininas e
renais, como cicatrizante e como antiinflamatério (Agra et al., 2007; Albuquerque et
al., 2007). Foram comprovadas as atividades anti-inflamatéria, antiulcerogénica,
antidiarréica (Santos et al., 2007), antinoceptiva (Dias et al., 2007) e cicatrizante
(Lima et al., 2010). Também foi testada a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico da casca frente a diferentes microrganismos (Santos et al., 2011; Estevam
et al, 2009). Nao foram encontrados estudos comprovando o potencial
antimicrobiano do extrato aquoso da casca com enfoque sobre microrganismos

causadores de transtornos do sistema urogenital.

Mesosphaera pectinatum (L.) Kuntze, Lamiaceae — Conhecida popularmente
como sambacaitd, alfazema-de-caboclo ou canudinho, € uma planta subarbustiva
com folhas aromaticas e flores lilds, amplamente distribuida no Nordeste do pais.
Seu uso na medicina popular se d4 em numerosas situagbes, entre as quais o
tratamento da dismenorreia, da asma, da bronquite e da dor de cabeca (Agra et al.,
2007; Albuquerqgue et al., 2007). A maioria dos artigos que tratam da espécie utiliza o
sinbnimo Hyptis pectinata (L.) Poit considerado por Harley et al. (2015), como
sinbnimo homotipico de M. pectinatum. Outras espécies da familia Lamiaceae,
anteriormente incluidas no género Hyptis, como H. mutabilis (Rich) Brig. (= Cantinoa
mutabilis (Rich.) Harley & J.F.B.Pastore) e H. suaveolens Poit. (= Mesosphaerum
suaveolens (L.) Kuntze), sao utilizadas na medicina tradicional brasileira e algumas
produzem substancias com atividade antimicrobiana (Lorenzi e Matos, 2008). A
analise da composicado do 6leo essencial de M. pectinatum levou a identificacdo de
varios compostos sesquiterpenicos e monoterpenicos (Santos et al., 2008). O 6leo
essencial apresentou atividade antiinflamatoéria e antinociceptiva (Raymundo et al.,
2011), além da atividade antimicrobiana contra S. mutans (Nascimento et al., 2008) e
outros microrganismos (Santos et al., 2008). Diferentes fracdes obtidas a partir das
folhas de M. pectinatum mostraram atividade anti-Leishmania (Falc&o et al., 2013).

O extrato metandlico das folhas mostrou atividade contra Bacillus subtilis e S. aureus
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(Rojas et el., 1992).

Myracrodruon urundeuva Alleméo, Anacardiaceae - Conhecida como aroeira-do-
sertdo, é uma arvore que chega até 20 metros de altura. E nativa do Brasil e
apresenta uma grande amplitude ecoldgica, ocorrendo principalmeOnte nas regides
secas, como Caatinga e Cerrado, embora também seja encontrada em areas mais
umidas. A sua casca é amplamente utilizada na medicina popular nordestina como
anti-inflamatorio, cicatrizante, para curar a gastrite, dor de garganta e para o
tratamento das inflamacdes ovarianas e do Utero (Agra et al., 2007; Albuquerque et
al., 2007; Lorenzi e Matos, 2008; Maia, 2004). Devido ao seu uso muito comum € a
sua versatilidade, esta espécie recebeu as atencfes de muitos grupos com a
intencdo de avaliar a sua eficacia. Vérias atividades biologicas de diferentes tipos de
extratos de M. urundeuva foram comprovadas em laboratério, como analgésica
(Viana et al., 2003ab), antiinflamatéria (Souza et al., 2007), antitlcera (Carlini et al.,
2010), antialérgica (Albuquerque et al., 2011) e antidiarreica (Chaves et al., 1998).
Foi comprovada a atividade antimicrobiana do extrato metandlico da casca e a sua
acdo sinérgica quando acoplado com o antibidtico eritromicina (Jandu et al., 2013).
Também foi testada a capacidade dos extratos aquosos e hidroalcodlicos de inibir a
formacdo de biofilme bacteriano, apontando o possivel papel dos taninos nessa
atividade (Trentin et al., 2013). Na casca foram caraterizados diferentes compostos
fendlicos, dentre os quais taninos do tipo catéquico e pirogalico, chalconas e outros
flavonoides (Queiroz et al., 2002). O gel produzido a partir da casca de uma espécie
da mesma familia, a aroeira-da-praia (Schinus terebinthifolius Raddi), € eficaz no
tratamento das infecgbes vaginais (Amorim e Santos, 2003). Para M. urundeuva

ainda ndo existem publicacfes direcionadas a avaliacdo dessa atividade.

Spondias tuberosa Arruda, Anacardiaceae — Conhecida popularmente como
umbuzeiro, umbu ou imbu, é uma espécie endémica da caatinga. E uma arvore com
altura de 4 a 7 metros, com copa com extensdo lateral grande, com galhos
retorcidos e entrelagados. Produz frutos comestiveis e de notavel importancia
econdbmica em algumas regides. Também os xilopddios e as raizes dessa planta,

chamados de "batatas”, sdo comestiveis (Lorenzi e Matos, 2008). O cha e o decoto
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das folhas e da casca sdao comumente utilizados para o tratamento da diarreia e
para uso oftalmico (Agra et al., 2007; Monteiro et al., 2006). Os frutos contem grande
guantidade de compostos antioxidantes (Correia et al., 2011). Estudo realizado com
extrato metandlico das folhas indica uma boa atividade antimicrobiana (Silva et al.,
2012). Até onde chega nosso conhecimento, ainda ndo ha trabalho sobre a
validacdo das atividades biolégicas de extratos da casca.

Sideroxylon obtusifolium (Roem. e Schult.) T.D. Penn., Sapotaceae -
Comumente conhecida como quixaba ou quixabeira, essa arvore de copa densa e
ovalada apresenta ramos tortuosos, com espinhos rigidos e longos. Nativa da
caatinga nordestina e do Vale do rio Sdo Francisco, chega até o Pantanal Mato-
grossense (Lorenzi e Matos, 2008; Maia, 2004). Os frutos sdo comestiveis. A casca
do tronco é amplamente empregada na medicina popular como anti-inflamatorio,
analgésico, ténico, antidiabético e adstringente (Agra et al., 2007; Albuquerque et al.,
2007). Testes in vivo com roedores comprovaram a presenca de substancias com
atividade analgésica e anti-inflamatoria (Araujo-Neto et al., 2010). A atividade
antimicrobiana dos extratos metanolico e hexanico da casca de S. obtusifolium foi
avaliada e nao foi encontrada atividade frente E. coli, S. aureus e P. aeruginosa,
mas o0s extratos testados aumentaram, de forma sinérgica a acdo de alguns

antibioticos (Leandro et al., 2013).

2.5 Metabolitos secundarios bioativos

2.5.1 Compostos fendlicos

Os fenois séo definidos como uma classe de compostos quimicos de origem
vegetal que consistem em um grupo hidroxilo ligado diretamente a um grupo
hidrocarboneto aromatico (Figura 1). Sao classificados como fendis simples ou
polifendis, com base no niamero de unidades de fenol na molécula. Conhecem-se
atualmente mais de 8000 compostos fendlicos, que podem ser divididos em cinco

grupos: acidos fendlicos, flavondides, taninos, estilbenos e ligninas.
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OH

Figura 1. Estrutura basica dos fendis.

Os fenois estdo amplamente presentes na dieta humana e séo o0s responsaveis
pela maioria das caracteristicas organolépticas da comida que esta nas nossas
mesas. Além disso, eles apresentam uma diversificada serie de atividades
bioldgicas, entre as quais a atividade antioxidante.

As técnicas de quantificacdo dos fendis vegetais variam muito, de acordo com a
natureza do composto que norteia a analise. Devido a grande variabilidade dessa
classe de compostos, ndo existe uma técnica perfeita para todas as situacdes, mas,
sem davida, a mais extensivamente utilizada para a determinacado do teor de fendis
totais € a quantificacdo espectrofotométrica através da reacdo colorimétrica com o
reagente Folin-Denis ou Folin-Ciocalteau. Esses reagentes consistem de uma
mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico que, em presenca de
compostos fendlicos, reagem mudando o espectro de absorbancia e tornando-se
azul. Através da leitura da absorbancia no espectrofotdbmetro, € possivel determinar
a concentracdo dos fenbis na amostra, tendo presente que a presenca de
substancias fortemente antioxidantes possa falsear um pouco os resultados. Apesar
dessa pequena desvantagem, essa técnica colorimétrica é rapida, econémica, de

facil realizacéo e oferece resultados comparaveis (Dai e Mumper, 2010).

2.5.2 Taninos

Os taninos sao compostos fendlicos solUveis em agua e outros solvente polares,
com peso molecular variavel entre 500 e 3000 Dalton, que apresentam a
carateristica de formar complexos insollveis em agua com proteinas. Historicamente
os taninos foram utilizados na producgéao do couro, no processo de tanar a pele que
estava sendo curtida. Pela capacidade de se ligar as proteinas, os taninos se
identificam ao paladar pelo carateristico sabor adstringente. Essa classe de

compostos € muito reativa quimicamente e pode formar muitas pontes hidrogénio,
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intra e intermoleculares. Uma mole de tanino pode se ligar a 12 moles de proteinas e
assim, mesmo presentes em baixa concentracéo, eles podem ter um grande efeito
bioldgico.

Nos vegetais o0s taninos sdo amplamente distribuidos, com predominancia nas
plantas lenhosas, mas presentes também nas herbaceas, tanto dicotiledéneas
guanto monocotiledéneas. Tém reconhecidamente a funcdo de inibir a herbivoria,
pois em altas concentracdes tornam os tecidos vegetais impalataveis aos fitofagos,
tanto bloqueando a absorcdo das proteinas quanto através de mecanismos de
toxicidade (Raymond e Constabel, 2011). No inicio dos anos 1990, a atividade
antimicrobiana dos taninos foi demonstrada por Scalbert (1991), que descreveu
diferentes tipos de acédo desses metabdlitos contra bactérias, fungos e até virus.

Segundo a estrutura quimica, os taninos sao classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de
acidos galicos e acidos elagicos glicosilados, onde os grupos hidroxila do agUcar sao
esterificados com os &cidos fendlicos. Os taninos condensados, também chamados
proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do
metabolismo do fenilpropanol. Apresentam uma grande variabilidade de estrutura e
normalmente possuem coloragéo avermelhada.

Existem diferentes métodos de analise e quantificacdo dos taninos, baseados
em diferentes caracteristicas quimico-fisicas dessa classe de compostos. Bem
reconhecida e largamente usada para determinar o teor de taninos € a reacao
colorimétrica com o reagente Folin-Ciocalteau ou Folin-Denis. Essa técnica
infelizmente ndo permite distinguir os taninos dos compostos fendlicos em geral
(Monteiro et al., 2005). O ensaio colorimétrico com butanol em meio acido é
especifico para os taninos condensados, que nessa técnica sdo depolimerizados em
antocianidinas de coracao vermelha. Esse método ndo € considerado muito sensivel
e reprodutivel (Schofield et al., 2001). O método de quantificacdo com vanilina
também € baseado em uma reacdo colorimétrica e indicado para os taninos
condensados. Da mesma forma que o método butanol-acido ndo presenta muita
especificidade, devido a heterogeneidade dessa classe de composto (Schofield et
al., 2001).

A metodologia adotada por Monteiro et al. (2014) prevé a quantificacdo do teor
de fendis totais pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau. Apés precipitacao

dos taninos em presenca de um excesso de proteinas, realiza-se uma nova
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quantificacdo dos fendis residuais. Dessa forma os taninos sdo determinados como
a diferenca entre os fendis totais e os fendis que sobraram apos a precipitacdo com

proteinas.

2.5.3 Flavondides

Os flavonodides, também compostos polifendlicos, sdo pigmentos responsaveis
pela coloracdo de muitas flores e frutas. Amplamente distribuidos nos vegetais e
normalmente presentes em forma soltvel como heterosideos. Devido a capacidade
de absorver radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel
apresentam importante papel de defesa frente as radiacfes daninhas e também tém
papel na defesa frente aos parasitas e aos herbivoros.

A estrutura basica dos flavonoides é caracterizada por um nucleo flavanico
composto por 15 atomos de carbono organizados em trés anéis (Figura 2).
Apresentam uma grande variabilidade de estrutura e conhecem-se mais de 5000
moléculas de flavondides, que podem ser classificadas em diversos grupos:
chalconas, flavonas, flavanonas, flavondis, isoflavonas, diidroflavonois,

antocianinas/antocianidinas e auronas (Kumar e Pandey, 2013).

Figura 2. Estrutura bésica dos flavondides

Os flavondides demonstraram ter varias atividades biologicas, sendo a

antioxidante a mais reconhecida, mas também possui atividade anti-inflamatoria,
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anti-hemorragica, anticancerigena e antibacteriana (Kumar e Pandey, 2013). Alguns
flavondides tém capacidade de aumentar a resisténcia capilar e, por isso, se
tornaram conhecidos na luta contra as doencas cardiovasculares, como o0s
flavonoides encontrados em Ginkgo biloba L. (Bruneton, 1991).

A quantificacdo do teor de flavonoides pode ser realizada através de um método
colorimétrico com o reagente cloreto de aluminio (AICl3). O cétion aluminio forma
com essa classe de compostos, complexos estaveis e que absorvem a
determinados comprimentos de ondas, permitindo uma leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro. Esse método € amplamente usado por ser preciso e reprodutivel,
mas diferentes propor¢cdes na composicao de flavonodides podem variar bastante o
resultado. Por isso, para analises mais exatas, € utilizada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, HPLC (Marques et al., 2012).

2.6 Atividade antioxidante

Com o termo radical livre indica-se um atomo ou uma molécula que apresenta
um elétron desemparelhado na Ultima camada eletrdnica; essa condicdo confere
uma alta instabilidade e reatividade, e um consequente alto poder oxidante. O
elétron desemparelhado encontra-se mais comumente no atomo de oxigénio,
embora possa também se encontrar no atomo de nitrogénio, sendo portanto
comumente classificados como espécies reativas do oxigénio (EROs). As EROs, tais
como o radical hidroxila (*OH), o éanion radical superdxido (Oz*—), o radical
hidroperoxila (HO2*) e o peroxido de hidrogénio (H.O,), sdo produzidas como
intermediarios reativos do metabolismo aerébio, quando o O, sofre reducéo
tetravalente. Mas os radicais livres desempenham um papel fundamental também
em outros processos fisiolégicos, tais como fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes
(Barreiros e David, 2006).

Devido a alta reatividade, as EROs podem atacar alvos celulares diversos,
desestabilizando as demais estruturas moleculares. Basicamente todos o0s
componentes da célula sdo susceptiveis a acdo das EROs, porém as membranas
sdo as mais atingidas por decorréncia da peroxidacao lipidica. Nesse processo 0s

acidos graxos poli-insaturados que compdem os fosfolipidios sdo oxidados com
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consequentes alteracbes das caracteristicas funcionais das membranas. A
lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia que se auto propaga entre moléculas
adjacentes tendo como produto um hidroperéxido que, quando reage com 0s metais,
forma aldeidos e epoxidos capazes de oxidar outros alvos, como proteinas e acidos
nucleicos, provocando mutacdes gendmicas e causando sérias lesdes estruturais
que podem levar até a morte celular. Por isso, a peroxidacdo lipidica é bastante
perigosa para a célula, embora se acredite que em alguns momentos do ciclo da
célula ela exerca um papel importante na proliferacdo celular (Barreiros e David,
2006).

Obviamente os organismos evoluiram mecanismos de controle dos radicais
livres, que os neutralizam antes deles atacarem alvos biol6gicos nas células. Isso
acontece através de macromoléculas (proteinas enziméaticas) ou micromoléculas,
que podem ser enddgenas ou absorvidas através da dieta, chamadas de
antioxidantes. Com o termo antioxidante se define qualquer substancia que, mesmo
se presente em baixas concentracdes, € capaz de prevenir ou desacelerar
significativamente a oxidacdo do substrato ou regenera-lo (Valko et al., 2007).
Quando héa escassez de substancias antioxidantes na célula aumenta muito a
possibilidade de ocorrerem lesbes cumulativas de caréater oxidativo. Por isso, para
manter o bem estar fisico, € de fundamental importancia absorver constantemente,
através da dieta, substancias com acédo antioxidante é fundamental para manter o
bem estar fisico. Sendo assim, a busca de produtos naturais com elevado teor
dessas substancias esta se tornando a cada dia mais importante. As industrias
alimenticia e cosmética também estdo sempre mais interessadas em encontrar
compostos naturais que possam ralentar e reduzir a degradacdo oxidativa dos
alimentos ou dos produtos de beleza (Qusty et al., 2010).

Existem diferentes técnicas de quantificacdo da atividade antioxidante de um
extrato ou de substancias isoladas; uma das mais usadas consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila, também
chamado de DPPH. Esse reagente apresenta coloracdo purpura que absorve a 515
nm, e quando é reduzido, por acdo de uma substancia antioxidante, forma difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela. Dessa forma se pode monitorar a mudanga
no espectro de absorcéo e avaliar o poder antioxidante como quantidade de DPPH

remanescente na solugao.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacologica: Estudos etnobotanicos realizados com
populag6es tradicionais, incluindo tribos indigenas, na regido Nordeste do
Brasil indicam que muitas plantas séo utilizadas para tratar distirbios das vias
génito-urinarias. A corroboracgéo cientifica das propriedades terapéuticas torna-

se necessaria para entender melhor a medicina popular.
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Objetivo do trabalho: Este estudo teve o objetivo de pesquisar o potencial
antimicrobiano in vitro e o perfil fitoquimico de uma selecdo de plantas
medicinais tradicionalmente utilizadas por duas populacdes indigenas que

habitam a regido semiarida do Nordeste do Brasil.

Material e métodos: Extratos aquosos e hidroalcodlicos foram preparados com
a parte da planta tradicionalmente utilizada. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi realizada com a técnica da microdiluicdo, testando os
extratos frente a microrganismos patdogenos humanos capazes de colonizar o
sistema urogenital e causar transtornos (Candida albicans, C. tropicalis,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus).
A atividade contra o protozodrio Trichomonas vaginalis foi avaliada com o teste
da viabilidade dos trofozoitos, testando os mesmos extratos. Foram realizados
também o perfil fitoquimico e a quantificacdo dos taninos, através do método
da precipitacdo das proteinas. A relacdo entre a atividade biolégica e 0 uso

tradicional foi avaliada.

Resultados: As duas espécies de Staphylococcus foram as mais suscetiveis a
acdo dos extratos testados, sendo os extratos aquoso e hidroalcodlico de
Maytenus rigida e Spondias tuberosa os mais ativos (MIC = 0,2 mg/mL). As
plantas cujos extratos da casca demonstraram maior espectro de acdo foram
Anacardium occidentale, Myracrodruon urundeuva e Spondias tuberosa. A
maioria dos extratos evidenciou toxicidade frente a T. vaginalis, sendo a
espécie mais ativa Sideroxylon obtusifolium, com uma atividade comparavel a
do metrodinazol. Foi encontrada uma correlacdo estatisticamente significativa
entre o potencial antimicrobiano e o teor de taninos. Também foi encontrada

correlacdo entre o uso tradicional da planta e sua atividade antimicrobiana.

Conclusfes: Substancias ativas contra bactérias, leveduras e protozoarios
causadores de infec¢bes génito-urindrias sdo produzidas pelas oito espécies
estudadas e extraidas das folhas ou cascas dos troncos pelo método
tradicionalmente empregado no preparo dos medicamentos usados para
tratamento desses transtornos. Merece destaque a acdo dos extratos das

cascas dos troncos de A. occidentale, M. rigida, M. urundeuva, S. obtusifolium
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e S. tuberosa sobre T vaginalis. Os resultados corroboram o uso popular

dessas plantas medicinais.

Keywords: Indigenous tribes, antimicrobial activity, Trichomonas vaginalis,

urogenital infections.
ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Ethnopharmacological surveys show that
several plant species are used by the traditional population, including
indigenous tribes, to threat urogenital disturbs. However, it is important to
corroborate the biological properties in order to better understanding the

popular medicine.

Aim of the study: The study was designed to investigate de in vitro antimicrobial
activity and the phytoquemical profile of a selection of plants traditionally used

by two indigenous tribes located in the Northeastern region of Brazil.

Material and Methods: Aqueous and hydro alcoholic extracts were prepared
with the traditionally used part of the plant. The antimicrobial assay was
performed with the microdiluition method against human pathogens able to
colonize the urogenital system (Candida albicans, C. tropicalis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. saprophyticus). The
activity against the protozoa Trichomonas vaginalis was assessed with the
viability of the trophozoites test. A qualitative phytoquemical analysis and the
qguantification of tannins were performed and the correlation between

antimicrobial activity and traditional use was tested too.

Results: For the antimicrobial analysis, the Staphylococcus strains resulted the
most sensitive, with the aqueous and hydro alcoholic extracts of Maytenus
rigida and Spondias tuberosa being the most active ones (MIC = 0,2mg/mL).
Anacardium occidentale, Myracrodruon urundeuva and S. tuberosa bark
extracts were found to have the broadest spectrum of activity. The most of the
tested extracts demonstrated to be active against T. vaginalis, with the most
active species being Sideroxylon obtusifolium, showed a toxicity toward the

parasite similar to the metrodinazol one. A statistically relevant correlation was
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encountered between the antimicrobial potential and the tannins amount, and a
positive correlation was found between the traditional use and the antimicrobial

activity.

Conclusions: The traditional remedies prepared with the stem bark or the leaves
of the eight selected plants, contain substances acting towards bacteria, yeasts
and protozoa which are able to colonize the urogenital system and cause
disturbs. A noteworthy anti-Trichomonas vaginalis activity was encountered for
the stem bark extracts of A. occidentale, M. rigida, M. urundeuva, S.
obtusifolium and S. tuberosa. This corroborates the popular use.

1. INTRODUCAO

As infeccbes das vias urinarias sdo consideradas por alguns autores como
as infeccdes bacterianas mais comuns (Foxman, 2003), assim como as que
afetam o aparelho genital, incluindo as sexualmente transmissiveis, que se
enquadram entre as cinco categorias de doencas mais relatadas em adultos,
principalmente mulheres, em paises em desenvolvimento (OMS, 2001).

Estudo epidemioldgico realizado numa area rural do Nordeste brasileiro
mostrou que as infec¢bes do trato reprodutivo, entre as quais candidiase,
tricomonose e vaginite bacteriana, sdo enfermidades muito difundidas nessa
regido (Oliveira et al., 2007). Apesar de ndo se dispor de estudos
epidemioldgicos para essa area do pais focando as infec¢des do trato urinario,
essa deve ser também a realidade para as comunidades rurais nordestinas.

Pesquisas realizadas em diferentes partes do mundo avaliaram a atividade
de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas para tratar distarbios
urogenitais e/ou doencas sexualmente transmissiveis e evidenciaram que
tratamentos eficazes podem ser alcancados com principios ativos de origem
vegetal (Vuuren et al., 2010; Naidoo et al., 2013; Palmeira-de-Oliveira et al.,
2013; Barry et al., 2015). E necessario avaliar o potencial dos preparados
tradicionais para incentivar o uso daqueles que demonstrarem ser eficazes e
sem efeitos colaterais prejudiciais a saude, particularmente nos paises em
desenvolvimento, onde grande parte da populacdo utiliza remeédios caseiros
preparados a partir de plantas (OMS, 2004, Gurib-Fakim, 2006).
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A megadiversidade da flora brasileira, mundialmente reconhecida,
associada a extraordindria riqueza de culturas tradicionais ainda existentes,
oferece um grande potencial etnofarmacologico (Elisabetsky, 2004,
Albuquerque et al., 2014). No nordeste do Brasil, as espécies de plantas
medicinais utilizadas por comunidades indigenas e nao indigenas nao diferem
muito, devido ao intenso e prolongado contato que houve entre os dois tipos de
sociedade (Albuquerque & Andrade, 2002).

Diversos estudos foram ja realizados para avaliar o potencial
antimicrobiano dos metabdlitos secundarios produzidos por plantas nativas do
Nordeste do Brasil. Existem screenings realizados com plantas da caatinga
frente uma bactéria especifica (Trentin et al., 2011, 2013), a bactérias
causadoras de doencas infeciosas em geral (Silva et al., 2012a; Bastos et al.,
2011), ou as que causam infec¢gbes endododnticas (Rocha et al., 2013), mas o
potencial antimicrobiano das substancias por elas produzidas para o tratamento
das infecdes das via génito-urinarias, até onde chega o nosso conhecimento,
ainda nao foi pesquisado.

Pesquisa etnobotéanica realizada juntos aos Pankararu (Londofio, 2010),
povo indigena que habita o interior do estado de Pernambuco, nordeste do
Brasil, focou as plantas utilizadas no cuidado da saude da mulher, revelando
um total de 98 etnoespécies empregadas no tratamento de distarbios
relacionados aos sistemas reprodutivo e urinario, e nos cuidados da gravidez,
do parto e da saude do recém-nascido. Esses resultados, comparados com 0s
obtidos com os Fulni-6 (Silva, 2003), outra tribo indigena que habita a mesma
regido, apontam para uma selecdo de plantas tradicionalmente utilizadas para
o tratamento de distirbios das vias génito-urinarias. Como esperado, muitas
das plantas incluidas nessas duas farmacopéias sdo de uso comum em
comunidades nao indigenas que residem na mesma regido geografica (Agra et
al., 2007, Albuquerque et al., 2007).

Visando contribuir para uma melhor compreensdo da medicina popular
brasileira, foram selecionadas oito espécies de plantas naturalmente ocorrentes
no nordeste do Brasil dentre as que compdem a farmacopéia dos Pankararu e
Fulni-6. Com o objetivo de comprovar se o uso tradicional era justificado,
pesquisou-se a atividade das substancias presentes em folhas ou nas cascas

dos troncos sobre bactérias, leveduras e protozoarios que causam infeccdes no
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trato urinario ou genital, testando in vitro extratos obtidos na forma
tradicionalmente usada pelas duas tribos. Com o intuito de entender qual
classe de metabolito poderia ser responsavel pela acdo antimicrobiana, foi

realizado um perfil fitoquimico dos chas tradicionais.

2. Material e Métodos

2.1.Material botanico
2.1.1. Escolha das plantas

A escolha das espécies de plantas medicinais analisadas nesse estudo
embasou-se no levantamento etnobotanico realizado por Londofio (2010) e por
Silva (2003) sobre a flora medicinal utilizada respectivamente pelos indigenas
Pankararu e Fulni-0, que habitam a zona semiarida do estado de Pernambuco,
nordeste do Brasil (Figura 1). Foram escolhidas espécies naturalmente
ocorrentes na caatinga, excluindo as exoticas, citadas para tratamento de
infeccbes das vias urinarias e infeccbes vaginais (indicadas como vaginites e
corrimento), utilizadas como desinfetantes vaginais e como antibiéticos no

cuidado da saude da mulher e como anti-sépticos no puerpério (Tabela 1).

FIGURA 1. Localizacdo das area indigenas Pankararu e Fulni-6 no
Nordeste Brasileiro
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Nas duas farmacopéias foram encontradas indicacdes de uso para uma
espécie da familia Lamiaceae, popularmente conhecida como sambaciata,
identificada por Londofio (2010) e Silva (2003) como Hyptis mutabilis (Rich.)
Brig., atualmente na sinonimia de Cantonia mutabilis (Rich.) Harley e
J.F.B.Pastore (Harley et al., 2015). Conferindo as exsicatas depositadas pelas
duas autoras no herbario UFP sob os numeros 60.970 e 39.346, as mesmas
foram redeterminadas como Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze, do qual
Hyptis pectinata (L.) Poit € um sindnimo homotipico. Da mesma forma o
velame, citado por Londofio (2010) e Silva (2003) como Croton rhamnifolius
Willd., no presente trabalho corresponde a Croton heliotropiifolius Kunth, o
binbmio atualmente aceito para a espécie (Cordeiro et al., 2015).

Para cada espécie foi calculado o indice de Importancia Relativa a um Uso
(IRU), adaptado a partir do indice de Importancia Relativa (IR) proposto por
Bennett e Prance (2000). O indice aqui utilizado visa ressaltar a importancia de
uma espécie exclusivamente em relacdo ao seu uso para tratar infecbes das
vias génito-urindrias e considera exclusivamente o0s sistemas corporais
relacionados com o aparelho génito-urinario e o aparelho reprodutor.

O IRU foi calculado pela seguinte formula, sendo 2 o valor maximo que

pode ser obtido por uma espécie:

IRU = NUE + NUSC
Onde:

NUE = numero de indicacfes da espécie para tratar infecgdes das vias génito-
urinarias /nimero de indicacdes da espécie com maior numero de indicacdes

para infeccdes das vias génito-urinarias;

NUSC= numero de usos da espécie para tratamento dos aparelhos génito-
urinario e reprodutor / nimero de usos da espécie com maior nimero de usos

para oS mesmos sistemas corporais.

As indicagcbes para o tratamento das infeccbes das vias génito-urinarias
consideradas nesse estudo foram: vaginite, corrimento/escorrimento, infec¢des
urinarias, infeccdes renais, desinfetante genital, desinfetante no puerpério,

inflamagéo feminina e doenga venérea. Os valores de IRU foram calculados a
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partir dos dados sobre as indica¢gées encontrados em Londofio (2010) e Silva
(2003) junto aos Pankararu e Fulni-6.

2.1.2. Coleta das plantas

O material botanico foi coletado ao final da estagédo chuvosa, quando as
plantas se apresentavam com folhas, obtendo-se amostras da casca do tronco
(arboreas) ou das folhas e flores (arbustivas) de individuos adultos e sadios, no
distrito de Riachdo de Malhada de Pedra, municipio de Caruaru, no Agreste do
estado de Pernambuco (8°14'53,3"S; 35°55'00,3"W), em area com
fitofisionomia tipica de caatinga de agreste (Lucena et al., 2008). Amostras
representativas de cada espécie foram depositadas nos herbéarios Geraldo
Mariz (UFP), do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Pernambuco e Vasconcelos Sobrinho (PEUFR), do Departamento de Botanica
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A identificacdo das espécies
botanicas foi confirmada por especialistas do herbario Dardano de Andrade

Lima (IPA), da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria.

2.1.3. Preparacédo dos extratos

Os extratos foram obtidos adotando-se as formas de preparo tradicionais
descritas por Londofio (2010) e Silva (2003) para os Pankararu e Fulni-6. Nas
duas farmacopeias indigenas foram encontradas citacbes de uso de
garrafadas, macerados de plantas em solu¢do hidroalcodlica muito utilizados
na medicina popular nordestina. Por isso foram realizados também extratos
hidroalcodlicos das plantas selecionadas.

Apos desidratadas em estufa a 40°C por trés dias, as amostras
constituidas por cascas dos troncos das seis espécies arboreas foram moidas
e reduzidas a p6, enquanto as folhas e as flores foram fragmentadas e
utilizadas frescas. De acordo com o0 método de preparo dos chas
tradicionalmente utilizados pelos indigenas, foi preparado o extrato aquoso por
decoccdo de ca. 30 g das cascas por 30 min em agua destilada fervente ou
infusdo de 30g de folhas em agua destilada a 80°C por 30 min. Os extratos
obtidos foram filtrados e congelados para liofilizagao.
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O extrato hidroalcodlico foi obtido submergindo o material botanico (ca 30
g) em 100 mL de uma solugédo de etanol 50% (v/v) em agua. O preparado foi
mantido em agitacdo por 24h a temperatura ambiente (28 °C £3). O extrato
obtido foi filtrado, concentrado no rotavapor, congelado e finalmente liofilizado.
Os 16 extratos liofilizados foram mantidos sob refrigeracéo (4°C) em frascos de

vidro hermeticamente fechados.

2.2.Avaliagéo da atividade antimicrobiana
2.2.1. Microrganismos testados

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram escolhidos
microrganismos patdgenos capazes de colonizar e causar distdrbios no
aparelho urinario e/ou reprodutor em humanos.

As cepas utilizadas fazem parte da colecdo do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA), classificadas
com os seguintes cédigos: Enterococcus faecalis 138, Escherichia coli 224,
Klebsiella pneumoniae 396, Proteus mirabilis 767, Pseudomonas aeruginosa
416, Staphylococcus aureus 02 e Staphylococcus saprophyticus 823. As
leveduras foram obtidas na micoteca URM, do Departamento de Micologia da
UFPE, identificadas pelos seguintes codigos: Candida albicans URM 5901,
Candida tropicalis URM 6551. Para os testes de atividade anti-Trichomonas
vaginalis foi usado o isolado ATCC 30236 American Type Culture Collection,
USA.

2.2.2.Testes de atividade antibacteriana e antifingica

O potencial antibacteriano e antifingico dos extratos foi avaliado
determinando-se a concentragcdo minima inibitéria (MIC) com a técnica de
microdiluicdo em placa de 96 pocos, de acordo com as indicagbes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008, 2009).

Solucbes estoque de extratos a concentracdo de 100 mg/ml foram
preparadas com &gua estéril. Com essa solucdo, diluicbes seriais foram

realizadas na placa de microdiluicdo de 96 pocos, a partir de 25 mg/ml para
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chegar até 0.0097 mg/ml usando meio liquido estéril, Muller-Hinton-Broth
(Kasvi) para as bactérias e Sabourous-Dextrouse-Broth (HiMedia) para as
leveduras. Os pocos foram em seguida inoculados com 15 pL da suspenséo
dos microrganismos contendo aproximadamente 1.5-10° unidades formadoras
de colbnias/mL (0.5 da escala de Mc Farland) em fase exponencial de
crescimento. Depois de 24 h de incubagé&o (48 h no caso das leveduras) a 37
°C foi determinada a MIC, correspondendo a menor concentracao de extrato na
qual ndo é visivel crescimento dos microrganismos testados. Controles
negativos do caldo e dos extratos foram incluidos nos testes para garantir a
auséncia de contaminacdo. Os controles da suscetibilidade dos
microrganismos foram realizados com antibiéticos de amplo espectro
(ciprofloxacina e amoxicilina) para as bactérias, e um antimicético largamente
utilizado (cetoconazol).

A Concentracdo Minima Bactericida (MBC) e a Concentracdo Minima
Fungicida (MFC) foram determinadas coletando 15 L de cada poco, depois do
periodo de incubacédo, e colocando-os em placas de Petri com meio sdlido
fresco(Muller-Hinton-agar ou Saubouraud-Dextrouse-agar) e incubando a 37 °C
por 24 h (bactérias) ou 48 h (leveduras). Os testes foram realizados em
duplicatas e repetidos no minimo duas vezes.

A razao entre os valores de MBC/MFC e os respectivos valores de MIC foi
utilizada para distinguir se as substancias presentes no extrato possuem acéo
bactericida/fungicida ou bacteriostéatica/fungistatica (Nowak et al., 2014).

2.2.3. Teste anti-Trichomonas vaginalis

O protozoario Trichomonas vaginalis foi cultivado in vitro no meio
trypticase-yeast-extract-maltose (TYM), com pH 6.0, adicionado com 10 % (v/v)
de soro inativado com calor. Para testar a toxicidade dos extratos 0s
microrganismos em fase logaritmica de crescimento que exibiam mais de 95 %
de viabilidade e morfologia normal, foram coletados, centrifugados e
ressuspensos num meio fresco. Os extratos foram retomados em agua
destilada com 10 % de DMSO e aplicados nas placas de 96 pogos com meio

TYM, para uma concentragao final de 1.0 mg/mL. A concentragéo do parasito
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usada foi de 1.0 * 10° trofozoitos/mL. Nos experimentos foram contemplados
dois controles: apenas o parasito (controle negativo) e o0 parasito com
metrodinazol 100 pM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C, em atmosfera enriquecida com CO; a 5 %. A
viabilidade dos trofozoitos foi obtida através da coloracdo dos parasitos com
trypan blue (0.2 %) e contagem com hemocitbmetro. Os resultados foram
expressos em porcentagem de trofozoitos vivos, comparando o controle sem
tratamento e levando em consideracdo a mobilidade e a morfologia normal do
microrganismo. Os resultados s&do fruto da média de trés experimentos

independentes, realizados em triplicatas.

2.3. Andlises fitoquimicas
2.3.1. Analise qualitativa das classes de metabdlitos secundarios

O perfil fitoquimico dos extratos foi obtido através de testes de
auséncia/presenca das classes mais comuns de metabdlitos secundarios
através de cromatografia em camada delgada (CCD) segundo Wagner e Bladt
(1996). As fases moveis e reveladores cromatogréaficos foram utilizados de
acordo com o grupo de metabdlitos investigados. Foram realizados ensaios
para alcaloides, flavonoides, Oleos volateis, triterpenos e taninos. O teste da
presenca das saponinas foi realizado através do ensaio de agitacdo e producdo

de espuma persistente por 15 min.

2.3.2. Quantificacao de fendis totais e taninos

A quantificacdo dos fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Denis
(Pansera et al., 2003) e o teor de taninos definido como a diferenca entre o
valor de absorbancia obtido antes e depois da precipitagdo com caseina
(Queiroz et al., 2002).

Os fendis totais foram quantificados misturando 80 pL de extrato 150
pMg/mL com 200uL de reagente Folin-Denis 10 % (v/v em agua). Em seguida
200 pL de NaCO3 7,5 % (m/v em agua) e 1200 pL de agua destilada foram
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adicionados a solucdo. Ap6s 40 min a absorbancia foi medida no
espectrofotometro ao comprimento de onda de 765 nm. Diferentes diluicbes de
uma solucdo de acido galico (200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL) foram
usadas para tracar uma curva de calibragdo com equacado y = 3.554835x -
12.1194 e R = 0,9958 (Figura 2).
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FIGURA 2. Curva de calibracdo realizada com acido gdlico as
concentrac¢des de 200, 100, 50, 25,12.5, 6.25 pg/mL.

Os taninos totais foram medidos adicionando 80 mg de caseina a uma
solucéo de 4 mL de extrato a concentracdo de 150 pg/mL. Apdés 30 minutos e
numerosas agitacdes vigorosas a intervalos de 5 min, a solugdo foi
centrifugada (15.000 rpm por 2 min) e o teor de fendis residuais contidos no
sobrenadante foi quantificado com o método Folin-Denis. Os resultados sao
expressos em mg de equivalentes de acido galico/mg de extrato (mg EAG/mg

extrato). A quantificacao foi realizada em triplicata.

2.4. Andlise estatistica

by

A diferenca das meédias dos valores de MIC referentes a atividade
antimicrobiana entre os extratos aguoso e hidroalcodlico de cada espécie foi
avaliada pelo teste t-student, nivel de significancia a 95 %.

Para analisar a relagéo entre atividade antimicrobiana e teor de taninos, e

entre a atividade antimicrobiana e o valor de Importancia Relativa a um Uso
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(IRU), foi utilizado o teste de correlagédo de Pearson (p = 0,05), em seguida o

teste de regressao linear simples (p = 0,05). A atividade antimicrobiana de cada

espécie foi calculada como a meédia dos valores de MIC frente a cada

microrganismo testado (para os casos de valores de MIC > 25 mg/mL, no

calculo da média foi utilizado o valor 25).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software

BioStat 5.3 (Ayres et al., 2007).

livre

TABELA 1. Plantas medicinais utilizadas para tratar transtornos urogenitais pelos povos
Pankararu e Fulni-6, e indicacbes terapéuticas relacionadas encontradas em outras

comunidades gque residem no semiarido nordestino.

Parte da Indicagbes Outras
S Nome Voucher . T indicacdes
Nome cientifico - Habito planta terapéuticas N
vulgar herbario - . L terapéuticas
utilizada tribos indigenas .
relacionadas
Anacardiaceae
Anacardium Cajueiro  PEUFR Arbéreo Casca Vaginite®, Inflamag&o
occidentale L. roxo 52359 desinfetante no feminina®*, infeccdo
puerpério®, das vias urinarias e
inflamag&o renal’.
feminina®, infecgdo
das vias urinarias’.
Myracrodruon Aroeira- UFP Arbéreo Casca Desinfetante Vaginite*, inflamag&o
urundeuva do-sertdo 76592 genital®, ovariana®®, infecgao
Alleméao corrimentoz, genitala's.
inflamacao
feminina®.
Spondias Umbu UFP Arbéreo Casca Desinfetante Doengas venéreas *.
tuberosa Arruda 76598 genital',infeccdo
das vias urinarias®.
Celastraceae
Maytenus rigida Bom PEUFR Arbéreo Casca Vaginite®, Infeccdo das vias
Mart. nome 52360 desinfetante urinarias®,
durante e depois 0 inflamacédo
puerpério’, feminina®, tlcera
infeccéo das vias vaginal4.
urinarias *2.
Fabaceae
Anadenanthera Angico UFP Arbéreo Casca Desinfetante
colubrina (Vell.) 76593 genital®.
Brenan

Euphorbiaceae
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Croton Velame UFP Arbustivo Folhas Doencas
heliotropiifolius 76591 venéreas’.
Kunth.
Lamiaceae
Mesosphaerum Sambaca UFP Arbustivo Folhas e  Desinfetante Inflamac&o
pectinatum (L.) ita 76594 flores  genital, feminina®.
Kuntze inflamacao (citado como Hyptis
feminina®. pectinata (L.) Poit.)
Sapotaceae
Syderoxylum Quixaba UFP Arboreo Casca Desinfetante Infeccao das vias
obtusifolium 76595 genital', urinarias®*,
(Roem. e Schult.) inflamactes inflamacao
T.D. Penn. femininas?, feminina®,
infeccdo das vias  desinfetante genital4.
urinarias’.

Dados adaptados a partir de’Londofio (2010),°Silva (2003), *Agra et al. (2005), “Albuquerque et al.
(2007) e °Cartaxo et al. (2010).

3. Resultados e discussao

3.1. Atividade antimicrobiana

As oito espécies listadas na Tabela 1 sdo indicadas para tratar distarbios
das vias génito-urinarias por integrantes das tribos Pankararu e Fulni-6, dentre
as quais apenas Anacardium occidentale e Mesosphaerum pectinatum nédo séao
nativas da Caatinga, mas ocorrem naturalmente no ambiente tipico desse
bioma.

As partes destas plantas tradicionalmente utilizadas nas duas tribos séo a
casca do tronco (Londofio, 2010; Silva, 2003), com excecdo de Croton
heliotropiifolius e M. pectinatum (arbustivas), concordando com as informacgdes
encontradas para comunidades nédo indigenas nordestinas (Agra et al., 2007,
Albuquerque et al., 2007; Cartaxo et al., 2010). Como ressaltam Albuquerque &
Andrade (2002), a disponibilidade sazonal das folhas no clima semiarido da
Caatinga certamente influenciou a tendéncia do povo local em utilizar com mais
frequéncia as cascas dos troncos das plantas medicinais pois, diferindo das

folhas, este recurso esta presente em qualquer estacéo do ano.
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Os testes de atividade antimicrobiana demonstraram a susceptibilidade dos
microrganismos patogénicos selecionados, para concentragbes dos extratos
menores que 25 mg/ml (Tabela 2). De acordo com a classificacéo utilizada por
Aligiannis et al. (2001) para produtos naturais, nesse estudo € considerada
forte atividade antimicrobiana quando os valores de MIC séo inferiores a 0.5
mg/mL, moderada com valores de MIC entre 0.5 mg/mL e 1.6 mg/mL e fraca
com valores de MIC superiores a 1.6 mg/mL. Essa escolha é justificada por se
tratarem de extratos brutos e pelo fato desses remédios serem utilizados de
forma tépica na maioria das indica¢gBes terapéuticas, pois na regido € muito
comum tratar distdrbios relacionados ao aparelho génito-urindrio feminino
através de banhos de assento, onde a parte do corpo interessada é imersa em
preparados de plantas (Lorenzi & Matos, 2008).

Os valores de MIC menores, que indicam a melhor capacidade de inibir o
crescimento bacteriano, foram encontrados frente as duas espécies de
Staphylococcus, para as quais todos os extratos das plantas selecionadas
demonstraram atividade inibitéria e bactericida. Os extratos de M. rigida
demonstraram ter a maior capacidade inibitoria (0.2 mg/mL) frente a S. aureus
e S. saprophyticus, com valores de MBC entre 0.8 e 1.6 mg/mL, resultando em
valores da razdo MBC:MIC (r) maiores que 4, que indica uma atividade
bacteriostatica (Tabela 3). Os extratos de S. tuberosa também mostraram forte
atividade inibitéria contra as duas espécies de Staphylococcus (MIC=0,2
mg/mL), com valores de MBC de 0.4 mg/mL para o extrato aquoso e 0.8
mg/mL para o hidroalcodlico. Os valores de r encontrados para os dois tipos de
extratos foram 4 e 2, que indicam respectivamente um efeito bacteriostatico do
extrato aquoso e bactericida do extrato hidroalcodlico. O extrato aquoso de M.
urundeuva mostrou também ser muito ativo frente a S. saprophyticus (MIC =
0.2 mg/mL) e em geral todos os extratos testados demonstraram atividade
frente a Staphylococcus, com valores de MIC sempre inferiores a 3.12 mg/mL.
Esses resultados estdo em acordo com os encontrados sobre a atividade de
extratos de diversas plantas da caatinga sobre outra espécie do mesmo
género, S. epidermidis (Trentin et al., 2011). Isso evidencia o potencial da flora
da caatinga como fonte de medicamentos frente as bactérias Gram-positivas

do género Staphylococcus.
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Enterococcus faecalis se revelou bastante sensivel a maioria dos extratos
testados (exceto os de C. heliotropiifolius), que inibiram o crescimento da
bactéria ou apresentaram atividade bactericida, com valores de MIC que, nos
casos dos extratos hidroalcodlicos de A. colubrina, M. rigida e M. urundeuva, se
aproximaram aos de um dos antibiéticos controles (ciprofloxacina). Proteus
mirabilis resultou sensivel também a todos os extratos testados, com excecao
do extrato aquoso de M. pectinatum, com valores de MIC compreendidos entre
0.8 e 6.25 mg/mL.

As bactérias Gram-negativas E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae
resultaram menos susceptiveis. Os extratos de A. occidentale, A. colubrina, M.
rigida, M. urundeuva e S. tuberosa foram os que mostraram atividade frente
essas trés bactérias. Em outros estudos sobre atividade antimicrobiana de
plantas medicinais pode-se observar o mesmo padrédo de maior resisténcia das
bactérias Gram-negativas quando comparadas as Gram-positivas (Mothana &
Lindequist, 2005; Barry et al., 2015; Ayres et al, 2008). Em um estudo de
screening do potencial anti-P. aeruginosa de vérias plantas da caatinga, Trentin
et al. (2013) relatam que somente 6.7 % das espécies testadas eram ativas
frente a essa bactéria Gram-negativa.

Dentre as 10 espécies de microrganismos testadas, as pertencentes ao
género Candida foram as mais resistentes, susceptiveis somente a acdo dos
extratos de A. occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa. Os extratos destas trés
plantas foram eficazes frente a C. albicans e C. tropicalis a concentracdes
variaveis entre 3.12 e 12.5 mg/mL, valores de MIC considerados por alguns

autores como boa atividade antifungica (Ishida et al., 2006).



TABELA 2. Atividade antimicrobiana das oito plantas medicinais utilizadas no tratamento de infec¢ces das vias génito-urinarias por duas

populac¢bes indigenas do Nordeste brasileiro (mg/mL).
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Espécies

Anacardium
occidentale

Anadenanthera
colubrina

Croton
heliotropiifolius

Maytenus rigida

Mesosphaerum
pectinatum

Myracroduon
urundeuva

EA

EH

EA

EH

EA

EH

EA

EH

EA

EH

EA

EH

Microrganismos

Escherichia  Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas Klebsiella  Enterococcus Proteus Candida Candida
coli aureus saprophyticus aeruginosa pneumoniae faecalis mirabilis albicans tropicalis
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC MIC MFC
3.12 6.25 0.4 0.8 0.8 1.6 6.25 6.25 6.25 6.25 1.6 312 312 31 6.25 125 6.25 125
6.25 6.25 0.8 0.8 0.8 1.6 125 125 6.25 6.25 1.6 16 312 312 625 125 6.25 125
6.25 125 0.4 0.4 0.4 1.6 6.25 6.25 6.25 6.25 1.6 3.12 1.6 1.6 >25 >25 25 >25
12.5 25 1.6 0.8 0.8 1.6 6.25 125 125 25 08 3.125 312 6.25 25 >25 12.5 >25
>25 >25 3.12 1.6 1.6 1.6 >25 >25 >25 >25 >25 >25 6.25 6.25 >25 >25 >25 >25
>25 >25 04 1.6 1.6 3.12 >25 >25 >25 >25 >25 >25 6.25 125 25 >25 >25 >25
12.5 125 0.2 0.2 0.2 1.6 6.25 6.25 125 125 312 312 312 312 >25 >25 >25 >25
12.5 25 0.2 0.2 0.2 3.12 12.5 25 125 25 0.8 6.25 3.12 125 >25 >25 >25 >25
12.5 12.5 1.6 0.8 0.8 1.6 12.5 125 6.25 6.25 1.6 6.25 3.12 3.12 25 >25 >25 >25
>25 >25 3.12 1.6 1.6 3.12 >25 >25 6.25 125 6.25 125 >25 >25 125 125 >25 >25
3.12 3.12 0.4 0.2 0.2 0.8 1.6 312 312 312 1.6 3.12 0.8 16 312 125 6.25 12.5
1.6 3.12 0.4 1.6 0.8 3.12 12.5 125 3.12 3.12 0.8 1.6 312 6.25 312 125 3.12 12.5



Spondias
tuberosa

Sideroxylon
obtusifolium

Amoxicilina(ug/
mL)

Ciprofloxacina
(ug/mL)

Cetoconazol
(Mg/mL)

EA

EH

EA

EH

6.25

6.25

>25

>25

6.25

6.25

>25

>25

16

0.2

0.4

0.4

0.8

<4

0.8

0.8

3.12

1.6

16

0.2

0.4

0.8

0.8

<4

<4

0.4

1.6

6.25

3.12

<4

<4

3.12

6.25

>25

>25

6.25

12.5

>25

>25

32

16

3.12

6.25

>25

>25

62

16

6.25

6.25

>25

>25

62

16

1.6

1.6

3.12

1.6

40

500

1.6

1.6

6.25

3.12

125

500

1.6

3.12

6.25

6.25

16

3.12

6.25

12.5

6.25

16

6.25

6.25

12.5

>25

50

125

12.5

>25

>25

100

6.25

6.25

12.5

6.25

100

61

125

12.5

>25

125

100

EA: extrato aquoso; EH: extrato hidro alcodlico.

Em negrito os valores de MIC e MBC/MFC considerados forte atividade antimicrobiana.
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Os resultados obtidos no presente estudo encontram concordancia na
literatura. Uma pesquisa recente mostrou que o extrato metandlico da casca de
M. urundeuva possui atividade frente a diferentes bactérias, dentre as quais se
encontram E. coli, S. aureus, E. faecalis e K. pneumoniae, e frente a alguns
fungos leveduriformes, como C. albicans (Jandu et al. 2013).

O potencial antimicrobiano dos extratos metandlico e hidroalcodlico da
casca de A. occidentale também j& foi avaliado, mostrando atividade inibitéria
do crescimento de diversos microrganismos, incluindo diferentes espécies de
Streptococcus, e ha evidencias da atividade do extrato aquoso frente a S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella sp. e P. mirabilis (Akinpelu, 2001;
Ayepola & Ishola, 2009; Melo et al., 2006; Belonwu et al., 2014). Estes
resultados, junto com os obtidos no presente estudo, colocam a casca de A.
occidentale como potencial fonte de substancias com atividade antimicrobiana,
as quais podem ser os agentes responsaveis pelos resultados dos remédios
empregados pelos Pankararu e Fulni-6 no tratamento das infeccbes génito
urinarias.

N&o foram encontradas publicacdes sobre a atividade antimicrobiana de
extratos da casca do tronco de S. tuberosa, sendo reportada apenas a acao do
extrato metandlico das suas folhas sobre Klebsiella sp., P. aeruginosa e P.
mirabilis (Silva et al., 2012b), indicando que varios érgaos da planta produzem
uma ou mais substancias com atividade antimicrobiana.

Os extratos da casca de M. rigida também demonstraram atividade
antimicrobiana relevante frente as bactérias Gram-positivas testadas, mas néo
foram ativos contra as duas espécies de levedura. Resposta semelhante foi
obtida por Estevam et al. (2009), que relatam a atividade do extrato etandlico
da casca dessa espécie contra E.coli mas ndo contra C. albicans. Outras
plantas do género Maytenus sdo amplamente empregadas na medicina popular
brasileira, e existem muitos trabalhos sobre as suas atividades biologicas. Em
varios trabalhos ressaltou-se o papel de um grupo de triterpenos, classe de
compostos € considerada um marcador quimico taxonémico para o género
Maytenus (Silva et al.,, 2011) que demostrou ter propriedades antibacteriana,
antifingica e antiulgerogénica (Violante et al., 2012). Pela natureza polar dos
extratos testados no presente trabalho, todavia, a atividade antimicrobiana

neles encontrada ndo pode ser atribuida a esta classe de compostos.
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Ambos os extratos de A. colubrina mostraram uma boa atividade frente as
bactérias Gram-positivas, menor atividade frente as bactérias Gram-negativas
e nenhuma atividade frente as duas leveduras. Esses resultados estdo de
acordo com os encontrados em estudos prévios, onde foi encontrada atividade
anti-Staphylococcus aureus dessa planta tipica da caatinga (Palmeira et al.,
2010; Araujo et al., 2014; Silva et al., 2013). Todavia, difere do resultado obtido
por Lima et al. (2014) para C. albicans, onde o extrato hidroalcodlico da casca
de A. colubrina mostrou uma MIC 31.25 pg/mL. Isso pode ser explicado pelas
diferentes condicbes experimentais, possiveis diferencas na susceptibilidade
de cepas de uma mesma espécie de Candida, bem como das condi¢cdes
ambientais na qual a planta se encontra ao periodo da coleta. Monteiro et al.
(2006) relatam variacbes sazonais na producdo e armazenamento dos
metabolitos secundarios para a espécie A. colubrina.

Os extratos de S. obtusifolium mostraram uma forte atividade frente as
bactérias dos géneros Staphylococcus e Enterococcus, uma atividade menor
contra P. mirabilis e C. tropicalis e nenhuma atividade frente as outras bactérias
Gram-negativas e C. albicans. Isso concorda com os resultados encontrados
por Leandro et al. (2013) para os extratos etandélico e hexanico da casca de S.
obtusifolium, que ndo foram ativos frente a E. coli e P. aeruginosa.

Os extratos das folhas de M. pectinatum, mostraram uma atividade
relevante somente frente as espécies de Staphylococcus e E. faecalis. Para
essa espécie da familia Lamiaceae os resultados sdo concordantes com o0s
encontrados para o0s extratos metandlicos das folhas de varias espécies da
mesma familia testados por Rojas et al.(1993), que se mostraram ativos contra
S. aureus, mas nenhuma atividade foi observada frente algumas bactérias
Gram-negativas.

Os extratos das folhas de Croton heliotropiifolius também mostraram
atividade relevante somente frente as bactérias E. faecalis, S. aureus e S.
saprophyticus. Nao foram encontrados estudos sobre a atividade de extratos
polares dessa espécie, mas uma pesquisa realizada com outra espécie do
mesmo género relata que os extratos da raiz, do caule e das folhas de C.
pulegioides Baill. apresentaram atividade somente frente a S. aureus e S.
epidermidis e nenhuma atividade frente as bactérias Gram-negativas testadas
(Arrais et al., 2014).



TABELA 3. Atividade antimicrobiana de oito plantas medicinais utilizadas no
tratamento de infec¢des das vias génito-urinarias por duas tribos indigenas
do Nordeste brasileiro: razdo (r) MBC/MFC:MIC de cada extrato frente a
cada microrganismo.

Espécies medicinais
SA SS PA KP EF PM CA (CT

EA 20 40 20 1.0 1.0 20 1.0 20 20

Anacardium
occidentale

EH 1.0 20 20 1.0 10 10 10 20 2.0
Anadepanthera EA 20 2.0 4.0 1.0 1.0 20 1.0 - -
colubrina EH 20 20 20 20 20 39 20 - -
erton o EA - 1.0 1.0 - - - 1.0 - -
heliotropiifolius EH _ 15.6 2.0 _ . . 2.0 ) .

EA 1.0 4.0 8.0 1.0 1.0 10 1.0 - -
Maytenus rigida
EH 20 8.0 156 2.0 20 7.8 4.0 - -

EA 1.0 1.0 20 1.0 1.0 39 1.0 - -

Mes_osphaerum
pectinatum EH - 10 20 - 20 20 - 10 -
Myracrodruon EA 1.0 20 40 20 1.0 20 20 40 20
urundeuva EH 20 40 39 10 10 20 20 40 4.0

. EA 1.0 40 20 20 20 10 20 20 20
Spondias
tuberosa EH 10 40 40 20 1.0 10 20 20 20
Sideroxylon EA - 7.8 7.8 - - 20 20 - -
obtusifolium

EH - 20 3.9 - - 20 1.0 - 2.0

Razdo: <4 = bactericida/fungicida; = 4 = bacteriostatica/fungistatica. Extrato aquoso
= EA. Extrato hidroalcodlico = EH. Nao determinavel = - . Microrganismos testados:

EC = Escherichia coli, SA = Staphylococcus aureus, SS = Staphylococcus
saprophyticus, PA = Pseudomonas aeruginosa, KP = Klebsiella pneumoniae, EF =
Enterococcus faecalis, PM = Proteus mirabilis, CA = Candida albicans, CT =
Candida tropicalis. Em negrito os valores de r considerados de atividade
bacteriostatica ou fungistatica.
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O teste da viabilidade dos trofozoitos com os extratos na concentracdo de

1 mg/mL evidenciou que todos os extratos, menos os de C. heliotropiifolius,
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tem atividade anti-Trichomonas (Figura 3). Os melhores resultados foram
observados para os extratos de S. obtusifolium, com atividade comparavel a do
metrodinazol, apontando a espécie como promissora para o desenvolvimento
de produtos para tratar infeccbes com T. vaginalis.

Resultados relevantes também foram encontrados para os extratos de A.
occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa, confirmando o amplo espectro de
acdo das substancias produzidas por essas espécies. Os extratos de M. rigida
também apresentaram toxicidade elevada frente ao parasito. Em um screening
sobre atividade anti-Trichomonas de algumas plantas da regido semiarida
nordestina, o extrato aguoso de M. urundeuva, testado a concentracao de 2.5
mg/mL, ndo mostrou atividade (Frasson et al., 2012). No presente estudo, 0
extrato aquoso da mesma espécie a concentracdo de 1.0 mg/mL, matou 86 %
dos trofozoitos. Essa discrepancia nos resultados pode ser devida a diferenca
nas condicdes experimentais: os extratos testados por Frasson et al. (2012)
foram obtidos por maceracdo e ndo por decoccdo, como os testados neste
estudo. Outra possibilidade é o efeito sazonal na producdo e armazenamento
de metabdlitos pela planta, com repercussdo na composi¢cao dos extratos da
espécie testada.

Os extratos da casca do tronco de A. colubrina conseguiram matar cerca
de 50% (aquoso) e 70% (hidro alcodlico) dos trofozoitos. Os extratos foliares
testados apresentaram menor toxicidade frente ao protozoario (M. pectinatum)
ou ndo apresentaram atividade (C. heliotropiifolius).

Na literatura sdo encontrados outros exemplos de plantas tradicionalmente
utilizadas para tratar distarbios genitais que apresentam atividade contra T.
vaginalis (Calzada et al., 2007; Van Vuuren & Naidoo, 2010; Brandelli et al.,
2013). A busca de produtos naturais que possam ser utilizados no tratamento
das infec¢cdes causadas por este parasita € extremamente importante pois,
apesar de ser considerado o causador da infeccdo nado viral sexualmente
transmissivel mais comum do mundo (OMS, 2001), ainda sdo poucos 0S
produtos disponiveis no mercado para o tratamento de tricomonose e existem
muitos casos de isolados resistentes (Sobel et al., 1999).

Para diagnosticar a infeccdo por T. vaginalis o teste mais sensivel € o
realizado através da amplificagdo do DNA do protozoario (PCR). Devido aos

custos elevados dessa técnica e ao requerimento de profissionais
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especializados, os testes de rotina para a deteccdo de Trichomonas,
especialmente em paises em vias de desenvolvimento, continuam baseando-
se principalmente na observacdo ao microscopio de fluidos vaginais ou
uretrais; estima-se que essa técnica permite revelar somente 35-60 % dos
casos (Van der Pol, 2007). Assim sendo, os casos de tricomonose S&o
subestimados, e as vezes confundidos com outras infec¢bes génito-urinérias
(Johnston & Mabey, 2008). Por isso, encontrar um produto que atue com amplo
espectro de acao contra diferentes microrganismos causadores desse tipo de
transtorno se tornaria uma ajuda grande para o controle dos casos de
tricomonose.

As espécies cujos extratos continham substancias ativas frente a todos os
microrganismos testados, quase sempre com acdo bactericida ou fungicida
(Tabela 3), foram A. occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa, todas da familia
Anacardiaceae. Schinus terebinthifolius Raddi é, uma anacardiacea
comumente encontrada nas areas litoraneas do pais, conhecida como aroeira-
da-praia, também € utilizada popularmente para tratar infeccbes femininas e a
partir do extrato aquoso da casca do tronco foi desenvolvido um gel para o
tratamento de vaginites, cuja eficacia foi comprovada em estudos clinicos
randomizados (Santos e Amorim, 2002; Amorim e Santos, 2003). Isso pode
direcionar futuras pesquisas com outras espécies de Anacardiaceae para

potenciais tratamentos de disturbios urogenitais.
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FIGURA 3. Toxicidade de extratos de oito espécies de plantas medicinais frente a Trichomonas
vaginalis. Resultados expressos como porcentagem de trofozooides mortos. Concentragédo:
1mg/mL. MTZ: metrodinazol.

O teste T-Student (p = 0,01), realizado entre as médias dos valores de MIC
para cada espécie (Tabela 4), informou que ndo existe diferenca
estatisticamente relevante entre a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e
do hidro alcodlico. Pode-se portanto inferir que as moléculas bioativas, que
conferiram atividade antimicrobiana aos extratos testados, estdo presentes nas
duas formas de preparo, sendo também possivel que os dois solventes
arrastem substéncias diferentes, mas com a mesma atividade. Considerando
que o extrato aquoso foi obtido a quente (decoccdo), também ficou evidente
gue as substancias ativas assim extraidas ndo sdo termolabeis, ou seja, hdo se
degradam com calor.
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TABELA 4. Atividade antimicrobiana (média dos valores de MIC obtidos para os diferentes
microrganismos) (mg/mL) e teor de taninos (MgEAG/mg extrato + desvio padrdo) das
espécies analisadas nesse estudo.

Atividade antimicrobiana Teor de taninos + DP

Espécie

Extrato Extrato hidro Extrato Extrato hidro

aquoso alcodlico aquoso alcodlico
Anacardium occidentale 4.68 5.34 62.77 +£0.8 71.47 +3.6
Anadenanthera colubrina 8.6 11.2 71945 846+1.0
Croton heliotropiifolius 17.89 18.34 2.31+37 9.73+2.0
Maytenus rigida 9.88 13.35 4194 +5.7 43.6 £6.2
Mesosphaerum pectinatum 10.12 145 48.79+2.3 39.22+1.0
Myracrodruon urundeuva 3.2 4.22 84.12+49 98.81+4.3
Spondias tuberosa 3.99 5.12 76.74+1.4 86.83+1.6
Sideroxylon obtusifolium 14.65 11.72 33.21+0.5 63.52+2.4

3.2. Analise fitoquimica

Com o intuito de investigar a natureza quimica dos extratos testados, foram
realizadas analises qualitativas para avaliar a presenca das classes mais
comuns de metabdlitos secundarios produzidos pelas angiospermas.

A presenga de alcal6ides foi constatada nos extratos de A. colubrina, C.
heliotropiifolius, M. pectinatum, M. rigida e S. tuberosa (Tabela 5). As
saponinas foram encontradas nos extratos aquosos e hidroalcodlicos de C.
heliotropiifolius, M. pectinatum, M. urundeuva, S. tuberosa e S. obtusifolium e
no extrato hidroalcodlico de M. rigida. Os ensaios foram negativos para 6leos
volateis e triterpenos, confirmando que na espécie M. rigida néo foi a classe de
compostos triterpenicos, muito citados na literatura para o género (Silva et al.,
2011), a conferir a atividade antimicrobiana aqui observada.

Diversos tipos de flavonoides (correspondentes a bandas cromatograficas
de diversas colora¢gdes) foram detectados nos extratos de A. colubrina, C.
heliotropiifolius, M. pectinatum e M. urundeuva. Os taninos, sem distin¢cao entre
condensados ou hidrolisaveis, foram encontrados em todas as espécies,
excluindo C. heliotropiifolius e M. rigida. Ao analisar a presenca de taninos
condensados, ou proantocianidinas, todos os extratos foram positivos, com a

excecdo de M. pectinatum. Os taninos condensados sdo uma classe de
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compostos muito presentes nas cascas dos caules lenhosos, e ndo surpreende

a auséncia nas folhas e flores M. pectinatum (Monteiro et al., 2005a).

TABELA 5. Andlise qualitativa das classes de metabdlitos secundarios presentes em oito
espécies de plantas utilizadas para tratamento de infec¢gGes urogenitais nas tribos Pankararu e
Fulni-6, do nordeste do Brasil.

Compostos fitoquimicos

Tipo
Espécie e . . Oleos ) ) . Taninos
extrato Alcaléides Saponinas volateis Triterpenos Flavonoides Taninos condensados
Anacardium EA + +
occidentale’ EH . . +
Anadenanthera EA + + + t
COIUbrinal EH + + + +
Croton EA + + + +
heliotropiifolius EH i i . +
+ +

Maytenus rigida® EA

EH + + + +
Mesosphaerum EA + + + +
pectinatum?® EH + + i i
Myracrodruon EA + + +
urundeuva® EH + + + +
Spondias EA + + + +
tuberosa * EH " " " +
Sideroxylon EA + + +
obtusifolium * EH + . +

EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico.1: casca de tronco; 2: folhas; 3: folhas e flores.

Considerando a presenca de taninos em todos o0s extratos que

apresentaram atividade antimicrobiana mais elevada, assim como as

informacdes presentes na literatura sobre a elevada presenca de compostos

tanantes nas arvores da caatinga (Monteiro et al., 2005b; Melo et al., 2010),

realizou-se a quantificacdo dessa classe de composto. Constatou-se que, das

oito espécies analisadas, M. urundeuva apresentou o maior teor de taninos,

seguida por S. tuberosa, A. colubrina e A. occidentale (Tabela 4). Os extratos

das folhas de C. heliotropiifolius resultaram ter o conteddo menor, como era

previsivel, desde que a presenca de taninos nao tinha sido revelada na analise

qualitativa (Tabela 5).
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O elevado teor de taninos nos extratos das quatro espécies citadas
concorda com o0 padrdo ecoldgico das espécies arbdreas da caatinga
investirem em compostos de alto peso molecular em 6rgaos duradouros, como
o tronco (Albuquerque et al., 2012).

Ao analisar a relagéo existente entre os valores de atividade antimicrobiana
(médias das MIC) e teor de taninos nos 16 extratos, encontrou-se uma
correlacdo estatisticamente significativa (r = -0.8681, p < 0.0001). A analise de
regressao indicou que a atividade antimicrobiana se comporta como variavel
dependente do teor de taninos (F = 42.7983, p < 0.0001 - Figura 4), 0 que
permite supor um possivel papel dos taninos na atividade biolégica aqui
constatada.

A toxicidade dos taninos contra diferentes bactérias € bem documentada
desde duas décadas (Scalbert, 1991), e ha muitas evidéncias demonstrando o
papel desses metabdlitos secundéarios no controle da viabilidade bacteriana,
mecanismos de patogenicidade e formacao de biofilme (Akiyama et al., 2001;
Min et al., 2007; Trentin, 2014).

N
o

R?=0.7535

[ = =
> ()] [00]
&

/
w
/ (vs)

/
/

[EEY

N

/
/

8B

MIC (mg/mL)
[E=Y
o
®
*/
£/
/

0 20 40 60 80 100 120
Taninos (EAG)

FIGURA 4. Relacéo entre teor de taninos e atividade antimicrobiana das plantas utilizadas no
tratamento de distarbios das vias génito-urindrias. 1: Anacardium occidentale, 2:
Anadenanthera colubrina, 3:Croton heliotropiifolius, 4: Mesosphaerum pectinatum, 5: Maytenus
rigida, 6: Myracrodruon urundeuva, 7: Spondias tuberosa, 8: Syderoxylum obtusifolium. A:
extrato aquoso, B: extrato hidro alcdolico.
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3.3. Atividade antimicrobiana x uso tradicional

Na tabela 6 sdo exibidos os valores de importancia de uso de cada espécie
em relacdo a indicacdo para tratamento de disturbios génito-urindrios,
calculado a partir dos dados de Londofio (2010) e Silva (2003).

TABELA 6. indice de Importancia Relativa de Uso

(IRU) de oito espécies de plantas indicadas para
tratamento de transtornos das vias génito urinarias

Espécie medicinal Pankararu Fulni-6
Anacardium occidentale 1.07 1.66
Anadenanthera colubrina 0.67 0.5
Croton heliotropiifolius 1.24 0.7
Mesosphaerum pectinatum 1.29 1.03
Maytenus rigida 1.02 15
Myracrodruon urundeuva 2 2
Spondias tuberosa 0.97 15
Sideroxylon obtusifolium 1.13 1.66

O teste de correlacdo de Pearson mostrou que existe uma correlagao
estatisticamente significativa entre a utilizacdo das plantas por parte dos povos
indigenas Pankararu (r = -0,6610; p = 0,0053) e Fulni-6 (r = -0,5609; p =
0,0237) e a atividade biolégica constatada nos extratos.

A andlise de regressdo também mostra uma significAncia estatistica na
dependéncia da variavel IRU, em relacdo a atividade antimicrobiana
(Pankararu: F = 14,51; p = 0,0022; Fulni-6: F = 8,20; p = 0,0121). Embora os
valores de R? ndo sejam t&o proximos a 1 (Figura 5), os resultados indicam que
as plantas medicinais mais utilizadas pelas duas tribos indigenas para tratar os
distrbios das vias génito-urindrias sdo as que apresentam maior atividade

antimicrobiana frente a microrganismos causadores desses transtornos.



72

+ extrato aquoso x extrato hidroalcodlico
25 A 2.5 B
2 + 2 +

o RE=05760 ; T
=
1 & 1
05 05 it s 4
+
o 4 £ 2 0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Atividade antimicrobiana

FIGURA 5. Correlacdo entre indice de Importancia Relativa de Uso (IU) e atividade
antimicrobiana (mg/mL).A: Pankararu; B: Fulni-6.

7

Nesse tipo de andlise € bom considerar também que os remédios
populares em geral podem agir sobre os sintomas do disturbio (inflamacéo ou
dor) e ndo apenas sobre as suas causas (infeccdo ou patologia). Algumas das
plantas analisadas nesse trabalho apresentam diferentes atividades bioldgicas
comprovadas, além da antimicrobiana aqui testada. Por exemplo, o extrato
metanolico da casca do tronco de A. occidentale demonstrou ter um efeito anti-
inflamatério in vivo (Olajidea et al., 2004). Também foi relatada a atividade anti-
inflamatoria e analgésica in vivo de chalconas isoladas a partir da casca de M.
urundeuva (Viana et al., 2003) e o0 extrato aguoso da casca do tronco de A.
colubrina apresentou efeito anti-inflamatério e anti-noceptivo em roedores
(Santos et al., 2013). Dessa forma, quando o cha dessas espécies é indicado
para o tratamento de uma doenca de natureza infecciosa, nem sempre ele age
apenas sobre o patdgeno (bactéria, fungo, protozodrio), mas pode também
atuar sobre o estado inflamatério decorrente da infeccdo ou sobre a dor que

dele resulta.
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3.4.Consideracdes finais

A andlise in vitro evidenciou que nos chas e preparados medicinais dos
Pankararu e Fulni-6 que utilizam a casca do tronco de A. occidentale, M.
urundeuva e S. tuberosa estdo presentes substancias com atividade contra
todos os microrganismos testados nesse estudo, potenciais causadores de
infecgbes das vias génito-urindrias. Duas destas espécies encontram-se ja
domesticadas (A. occidentale) ou em fase de domesticacao (S. tuberosa), séo
amplamente cultivadas no Nordeste do pais e passiveis de extrativismo
sustentavel. A terceira, M. urundeuva, j& foi incluida na lista de espécies
ameacadas de extin¢do (Brasil, 2014) e, considerando que a parte utilizada € a
casca do tronco, sua utilizacdo deve ser estimulada somente se acompanhada
por um plano de manejo. Esses resultados contribuem para a melhor
compreensao da flora medicinal nordestina, concordam com o uso tradicional
de A. occidentale, M. urundeuva e S. tuberosa para o tratamento de infeccdes
urogenitais e estimulam novas pesquisas que incluam outros microrganismos
causadores desse tipo de distarbio.

Os chas destas trés anacardidceas, assim como o de M. rigida, contém
substancias que s&o ativas contra T. vaginalis e pela primeira vez foi
constatada in vitro a forte atividade de extratos da casca de S. obtusifolium
sobre este protozoario. Apesar de preliminares, estes resultados tornam essa
Gltima espécie interessante alvo de estudos que buscam medicamentos para
tratar tricomonose e confirmam o grande potencial das plantas da caatinga
para o desenvolvimento de produtos ativos contra este parasita.

A correlagdo significativa entre o wuso tradicional e a atividade
antimicrobiana dos preparados medicinais que fazem parte das famacopéias
Pankararu e Fulni-6 indica que as plantas mais utilizadas sdo também as que
contém na casca as substancias mais ativas, o que valoriza o saber dos povos

tradicionais sobre a flora nativa da regido semiarida do Brasil.
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RESUMO

Através do ensaio espectrofotométrico de sequestro do radical livre DPPH foi
avaliado o potencial antioxidante dos extratos aquosos e hidroalcodlicos de oito
plantas medicinais popularmente utilizadas na regido semiarida do Nordeste do
Brasil:  Anacardium occidentale, Anadenanthera  colubrina, Croton
heliotropiifolius, Maytenus rigida, M. pectinatum, Myracrodruon urundeuva,
Spondias tuberosa e Sideroxylon obtusifolium. O teor de polifenéis foi
determinado com o método de Folin-Ciocalteau e o teor de flavonoides foi
determinado com o teste colorimétrico do cloreto de aluminio. Maior atividade
antioxidante foi encontrada nos dois extratos de A. colubrina, seguidos pelos
extratos hidro alcodlicos de S. tuberosa, M. urundeuva, S. obtusifolium e A.
occidentale. O teor de fendis totais variou entre 9.14 a 68.26 mgEAG/g de
extrato, sendo o extrato aquoso de A. colubrina que mostrou o valor maior. O
teor de flavondides totais variou entre 7.72 a 32.96 mgEQ/10g de extrato, e o
extrato hidroalcodlico de M. urundeuva mostrou o valor maior. Foi encontrada

uma correlacao positiva entre o teor de fendis e a atividade antioxidante.
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Palavras chave: plantas medicinais, caatinga, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl,

Folin Ciocalteau.

ABSTRACT

The antioxidant activity of aqueous and hydro alcoholic extracts from eight
medicinal plants popularly used in the Northeastern region of Brazil
(Anacardium occidentale, Anadenanthera colubrina, Croton heliotropiifolius,
Maytenus rigida, M. pectinatum, Myracrodruon urundeuva, Spondias tuberosa
and Sideroxylon obtusfolium), was evaluated by using the DPPH scavenging
assay. The total phenolic content was determined spectrophotometrically
according to the Folin-Ciocalteau procedure and the total flavonoids content
was assessed by the Aluminum chloride colorimetric assay. The highest
antioxidant activity was encountered with the A. colubrina stem bark extracts
showed the highest antioxidant activity, followed by the hydro alcoholic extracts
of S. tuberosa, M. urundeuva, S. obtusifolium e A. occidentale. The total
phenolic content ranged from 9.14 mgEAG/g of extract to 68.26 mgEAG/g of
extract, with the aqueous extract of A. colubrina showing the highest value. The
total flavonoids content ranged from 7.72 mgQE/10g of extract to 32.96
mgEQ/10g of extract, with M. urundeuva hydro alcoholic extract showing the
highest value. A positive correlation was encountered between the antioxidant

capacity of the extracts and their polyphenols content.

Key words: medicinal plants, caatinga, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Folin-

Ciocalteau.
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INTRODUCAO

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos durante diferentes
reagcbes metabdlicas e anabdlicas, que apresentam um elétron
desemparelhado. Devida a sua alta reatividade podem atacar alvos celulares e
produzir danos consistentes. E denominada antioxidante aquela substancia
que, ja em baixa concentracdo, consegue anular ou minimizar o efeito deletério
dos radicais livres (Valko et al., 2007).

Entre as moléculas antioxidantes que 0s organismos assumem atraves dos
alimentos destacam-se as vitaminas E (tocoferois e tocotriendis), a vitamina C
(acido ascorbico), os carotendides, alguns minerais (ex. o selénio) e os
polifendis (Sousa et al., 2007). Os compostos fendlicos sdo substancias que
possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais, possibilitando a eliminacdo ou a estabilizacdo
dos radicais livres. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes
fenolicos séo relativamente estéveis, devido a ressonancia do anel aromatico
presente na estrutura destas substancias (Shabhidi et al., 1992).

Durante muito tempo a atencdo sobre as substancias antioxidantes foi
focada nas vitaminas E e C, porém pesquisas indicam que os fendis vegetais
possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais
efetivos que as tradicionais vitaminas (Soobratee et al., 2005). Por ser uma das
classe de metabdlitos secundérios mais presente nos vegetais, os polifendis
foram considerados os mais importantes antioxidantes para a saude humana,
ganhando das vitaminas (Scalbert et al., 2005). Os fendis produzidos pelas
plantas enquadram-se em diversas categorias, distinguindo-se os fendis
simples, os &cidos fendlicos (derivados de acidos benzdico e cinamico), as
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e ligninas (Sousa et al., 2007).

Dentre dos polifendis de origem vegetal, uma das classes mais importante
e amplamente distribuida nos vegetais € a dos flavonoides, fenois
caraterizados por um esqueleto de 15 4tomos de carbono organizados em dois
anéis benzénicos (Kumar & Pandey, 2013). Os flavonoides sé&o
reconhecidamente capazes de sequestrar os radicais livres (Cavallini et al.,
1978, Leopoldini et al., 2006).
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Além da atividade antioxidante dos compostos fendlicos, ha evidéncias do
papel benéfico dessa classe de compostos nas infec¢cdes bacterianas e virais
(Haslam, 1996; Mishra et al., 2013), nos processo inflamatérios (Yook & Baec,
2005) e também apresentam funcbes de protecdo hepética (Tapas et al.,
2008). Pesquisar a presenca dessa classe de compostos nos remeédios
tradicionalmente preparados a partir de plantas permitird entender melhor os
possiveis mecanismos de agao.

Além de melhorar a compreensdo sobre os mecanismos de acdo das
plantas medicinais, as pesquisas sobre 0s agentes antioxidantes naturais sédo
ferramentas Uteis para fins comerciais, pois as industrias farmacéutica,
cosmética e alimentar precisam de substancias que evitem a oxidacdo dos
produtos e os conservem (Qusty et al., 2010). Alguns antioxidantes de origem
sintética atualmente em uso sdo comprovadamente cancerigenos, o que
incrementou 0 interesse na investigacdo em compostos de origem natural
(Botterwecket al., 2000).

Esse trabalhou visou determinar o teor de fendis totais, de flavonoides
totais e a atividade antioxidante dos extratos aquosos e hidroalcodlicos de oito
plantas nativas do Brasil utilizadas como medicinais por populacdes
tradicionais que habitam a Caatinga (Londoiio, 2010; Silva, 2003; Agra et al.,
2007; Albuguerque et al., 2007).

MATERIAL E METODOS

Material botanico

As oito plantas analisadas nesse estudo sdo todas nativas do Brasil
(Tabela 1). Com excecdo de M. pectinatum e A. occidentale, que apresentam
ampla distribuicdo, as outras sédo plantas tipicas do bioma Caatinga. A escolha
das plantas embasou-se no emprego na medicina tradicional nordestina
(Londofio, 2010; Silva, 2003, Agra et al., 2007; Albuquerque et al., 2007).

As plantas analisadas nesse trabalho foram coletadas no distrito de
Riachdo de Malhada de Pedra (8°14'53.3"S 35°55'00.3"W), situado no
municipio de Caruaru, Agreste pernambucano. As espécies foram identificadas

por taxonomista do herbéario IPA do Instituto de Pesquisa Agrondmico de
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Pernambuco. As exsicatas foram depositadas nos herbarios UFP Geraldo
Mariz do Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Pernambuco
ou no PEUFR Vasconcelos Sobrinho do Departamento de Biologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. A lista das plantas selecionadas,
com as correspondentes familias botanicas e numero de voucher do herbéario, é

apresentada na tabela 1.

Preparagcdo dos extratos

Os extratos foram obtidos de acordo com a forma de preparo relatada nos
trabalhos de Londofio (2010) e Silva (2003), que fizeram os levantamentos da
flora medicinal realizados com dois povos indigenas que habitam a regido
semiarida do estado de Pernambuco.

Logo apdés a coleta as amostras das cascas dos troncos foram
desidratadas em estufa a 40 °C por trés dias, em seguida, moidas e reduzidas
a p6. As folhas, flores e as partes aéreas das plantas arbustivas foram
utilizadas frescas reduzidas em pedacgos pequenos. Os extratos aquosos foram
obtidos a quente, por decoccdo em agua destilada durante 40 minutos,
enguanto os extratos hidro alcodlicos foram obtidos por maceracdo em solucéo
de etanol 50% (v/v) em agua, sob agitacao por 24h. Os extratos obtidos foram
filtrados, o etanol evaporado em rotaevaporador, e 0 residuo foi congelado
antes de ser liofilizado. Os extratos liofilizados foram conservados sob

refrigeracao (4 °C) em frascos fechados hermeticamente.

Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

A avaliacdo da capacidade em sequestrar o radical livre DPPH foi feita de
acordo com metodologia descrita por Rufino et al. (2007), com adaptagodes.
Primeiramente foi preparada uma solucdo estoque de DPPH 60mM em
metanol, mantida sob refrigeracdo, protegida da luz e utilizada no mesmo dia.
Para a construcdo da curva de calibragdo foram realizadas diferentes
concentracbes de DPPH (10, 20, 30, 40, 50, 60 mM) cuja absorbancia foi lida,
em ambiente escuro, a 516 nm no espectrofotdbmetro, tendo como branco uma

solucdo de metanol. Os valores de absorbéancia e concentragdo foram inseridos
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em um grafico (Figura 1), e resultaram na reta de equacéo y = 0,0125x -0,0072,
R”=0,9986.

y = 0.0125x - 0.0072
Rz = 0.9986

0 T T T 1
0 20 40 60 80

concentracdo DPPH mM

Figura 1. Curva de calibracio DPPH, em ordenada os valores de

absorbancias obtidos para cada concentracdo do radical livre DPPH,

valores das concentragbes (mM) em abcissa.

Para cada extrato foram obtidas diferentes concentragcbes (200, 100, 50,
25, 12.5, 6.25 pug/mL) em metanol 90% (v/v) em agua. Em ambiente escuro
foram misturados 50 pL de extrato as diferentes concentracdes com 1,950 mL
de solucdo DPPH 60 mM. Cada valor de absorbancia, lido depois de 60
minutos, foi inserido na equacgao da reta de calibragéo, obtendo assim o valor
de DPPH remanescente na solucdo, que pode ser expresso em porcentagem.
Para calcular a concentracéo eficiente (ECsp), que corresponde a concentracao
na qual o extrato reduz em 50% a quantidade de DPPH, foi construida uma
curva plotando na abscissa os valores de concentracao dos extratos (ug/mL) e
nas ordenadas a porcentagem de DPPH remanescente. Dessa forma
substituindo no y o valor 50, foi encontrada a ECs.

Para realizar a curva de cinética de sequestro do radical DPPH foi medida
a absorbancia dos extratos aquosos a concentracdo de 100 pg/mL, a cada
cinco minutos até lhora. Com os valores de absorbancia registrados,
devidamente transformados em porcentagem de DPPH consumido, foi
construida a curva.

Todas as medidas foram realizadas em triplicatas independentes (n = 3).
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Determinacgéo dos fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado através de espectrofotometria na
regido do UV-visivel, pelo método Folin-Ciocalteau com modificagdes (Folin-
Ciocalteau, 1927). Uma aliquota de 0,5 mL de extrato em metanol 70% a
concentracéo de 150 pg/mL foi colocada em um tubo de ensaio com 2,5mL de
uma solugcéao 10% (v/v) de Folin-Ciocalteau, sucessivamente foram adicionados
2,5 mL de solucdo de NaHCO3; 7,5% (m/v) e o volume final acertado a 10mL
com agua destilada. Depois de 40 minutos a absorbancia foi lida no
espectrofotdbmetro a 765nm, tendo como “blanck” metanol e todos os reagentes
menos o extrato. Foi construida uma curva de calibracdo com acido gélico as
concentracbes de 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL cuja equacédo foi y =
0,018207x - 0,0485, onde y € a concentracdo de acido galico e x é o valor de
absorbéancia a 765nm, com coeficiente de correlagdo R = 0.999721. Os valores
de fendis totais (FT) das amostras foram obtidos por interpolacdo do valor da
absorbancia (média das triplicatas) contra a curva de calibracédo feita com o
padrdo e os resultados expressos em mg de equivalentes de acido galico

(EAG) por g de extrato.

Determinacao dos flavondides totais

Para a quantificacdo dos flavonoides foi utilizada a metodologia descrita
por Jurd & Geissman (1956), com modificagcbes. Uma aliquota de 250 pL de
cada extrato em etanol 70% a concentracao de 1,5 mg/mL foi colocada em um
tubo eppendorf junto com 750 yL de metanol, 200 uL e AICl3 1% (m/v) em
metanol e 800 uL de agua destilada. Depois de 40 minutos a absorbancia foi
medida no espectrofotdmetro a 460 nm, tendo como “blanck” uma solucéo de
metanol. Devido aos diferentes comportamentos de absorcédo dos diferentes
flavondides em resposta a quelacdo com cloreto de aluminio (AICI3), para
escolher o valor de comprimento de onda mais adequado, foi medida a
absorbancia de uma solugdo de quercetina 100 pg/mL a diferentes
comprimentos de onda entre 270-500 nm. A maior absorbéncia foi encontrada
a 460 nm, por isso esse comprimento de onda foi adotado para as leituras. A
curva de calibracéo foi construida com quercetina as seguintes concentracdes:

200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 pg/mL e resultou na equacdo da reta y =
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0.009007x -0.03224, R? = 0,9970. Os valores de flavonoides totais (FLT) foram
obtidos por interpolacdo do valor de absorbancia (média das triplicatas) contra
a curva de calibracdo feita com quercetina. Os resultados sdo expressos em

mg de quercetina para 10 g de extrato.

Analise estatistica

Os resultados desse trabalho correspondem a media de triplicatas (n=3) +
o desvio padrdo. Para analisar a relacdo entre atividade antioxidante e teor de
fendis foi aplicada a correlacéo de Pearson, seguida por um teste de regressao
linear simples. Para avaliar se havia diferenga na atividade antioxidante entre
0s extratos aquosos e hidro alcoolicos foi realizado um teste t, considerada a
hipétese nula rejeitada por p < 0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa BioEstat
5.3 (Ayres et al., 2007).

Tabela 1. Plantas medicinais popularmente empregadas na regido Nordeste do Brasil,
selecionadas para avalicdo da atividade antioxidante, teor de polifendis e flavonoides totais.

- - Parte da Voucher
Espécies Nome vulgar Familia planta -
- herbario
utilizada
Anacardium occidentale Caiueiro Anacardiaceae Casca PEUFR
L. ’ 52359
Anadenanthera colubrina Angico Fabaceae Casca UFP
(Vell.) Brenan 76593
Croton heliotropiifolius Velame Euphorbiaceae Folhas UFP
Kunth. 76591
Maytenus rigida Mart. Bom nome Celastraceae Casca PEUFR
52360
Mesosphaerum Sambacaita Lamiaceae Folhas/flores UFP
pectinatum (L.) Kuntze 76594
Myracrodruon urundeuva  Aroeira-do-sertdo Anacardiaceae Casca UFP
(Engl.) Fr. All. 76592
Spondias tuberosa Arr. Umbu Anacardiaceae Casca UFP
cam. 76598
Syderoxylum obtusifolium Quixaba Sapotaceae Casca UFP
(Roem. e Schult.) T.D. 76595

Penn.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sobre a atividade antioxidante sdo apresentados na tabela 2.
A concentragdo dos extratos testados necesséria para decrescer a
concentracgéo inicial de DPPH em 50%, valor definido como CEsg, variou de 9,3
+ 0.3 a 160.0 + 10.1 pg/mL. O extrato hidro alcéolico de A. colubrina
apresentou o menor CEsg, seguido pelos extratos hidroalcodlicos de S.
tuberosa e S. obtusifolium, com valores de ECso de 9.8 £ 0.2 € 9.7 £ 0.1 pg/mL,
respetivamente.

Na figura 2 € mostrada a atividade antioxidante calculada como a
porcentagem de radical livre DPPH sequestrada pelos extratos aquosos e
hidroalcodlicos as diferentes concentracdes de 50, 100 e 200 pug/mL. Pode-se
observar que o extrato aquoso de A. colubrina e os extratos hidro alcodlicos de
A. colubrina, M. urundeuva, S. tuberosa e S. obtusifolium apresentam uma boa
atividade antioxidante, consumindo a concentracdo de 200 pg/mL
porcentagens de DPPH em cerca de 90%, valor proximo ao consumido pelo
controle acido galico. Os dois extratos de A. occidentale e os extratos aquosos
de M. urundeuva e de S. tuberosa, a mesma concentracado, consumiram mais
de 70% de DPPH.
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Figura 2: Porcentagem da atividade antioxidante dos extratos aquosos e
hidroalcodlicos de oito plantas medicinais e do 4acido galico as diferentes
concentragdes de 200, 100 e 50 ug/mL, representadas pelas diferentes tonalidades de
cores (mais escuro = concentragao maior).

Segundo a classificacdo utilizada por Melo et al. (2008), pode ser
considerada uma atividade antioxidante forte, moderada e fraca a capacidade
de sequestro de radicais livres respetivamente superiora a 70%, entre 70% e
50% e abaixo de 50%. Dessa forma podemos considerar 0s extratos aquosos
de A. colubrina, M. urundeuva e S. tuberosa e os extratos hidroalcodlicos de A.
occidentale, A. colubrina, M. urundeuva, S. tuberosa e S. obtusifolium,
detentores de uma forte capacidade antioxidante a concentracdo de 200
pg/mL.

O potencial antioxidante do extrato das folhas de A. colubrina foi avaliado
por Melo et al. (2010) mostrando que esse 6rgao da planta apresenta um baixo
potencial de sequestro dos radicais livres, contrariamente a casca, aqui
testada, e aos frutos, que também demostraram ter uma forte atividade
antioxidante (Silva et al., 2011).
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O potencial antioxidante do extrato metandlico da casca de M. urundeuva
ja tinha sido avaliado, mostrando valores de forte atividade (ECso = 3,8 pg/mL),
concordando com a atividade encontrada nesse estudo, mas indicando que o
extrato metandlico é mais indicado para arrastar substancias capazes de
sequestrar radicais livres (Jandu et al., 2013).

O extrato hidroalcoolico das folhas de S. tuberosa mostrou uma atividade
antioxidante menor da encontrada para a casca, com um ECs, igual a 558,6
pg/mL (Silva et al.,, 2012), indicando que a casca possui maior atividade
antioxidante. Os resultados obtidos para o extrato etandlico da casca de A.
occidentale concordaram com os obtido aqui para o extrato hidroalcoodlico
(Chaves et al., 2010), indicando que o &lcool etilico é indicado para arrastar
substancias antioxidante dessa espécie.

A atividade antioxidante da casca de S. obtusifolium foi avaliada por
Desmarchelier et al. (1999), que testaram o0s extratos aquoso e metandlico.
Diferentemente do que foi encontrado nesse estudo, 0 extrato aquoso
apresentou a maior capacidade de sequestro de radicais livres. No trabalho de
Desmarchelier et al. (1999) foram empregadas técnicas diferentes de avaliacao
do potencial antioxidante, como a determinagédo do potencial antioxidante total
(TRAP), a inibicAo da peroxidase e o ensaio com &cido tiobarbitdrico, por isso
os resultados séo dificilmente comparaveis.

Em geral os extratos hidroalcoolicos apresentaram uma atividade
antioxidante levemente maior que o0s extratos aquosos (Tabela 1), mas a
analise com o teste t indicou que ndo ha diferencas significativas entre a
atividade bioldgica entre os dois tipos de extracao (t = 0,2647, p = 0,7951). No
caso de S. obtusifolium h& uma diferenca marcante entre a atividade
antioxidante do extrato aquoso e do extrato hidro alcéolico, que faz presumir
que a/as substancia/s com poder sequestrador de radicais livres é/sdao melhor
arrastada/s pela mistura etanol/agua (50%) que apenas pela agua.

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com cada extrato e
controle, na concentracdo de 200 ug/mL, é mostrado na figura 3. Através da
curva cinética de decréscimo da porcentagem remanescente de DPPH em
funcdo do tempo, observou-se que a maioria das espécies analisadas
apresentou cinética rapida, atingindo quase o total do consumo de DPPH no

primeiro minuto. Dentre estas ressaltam os resultados obtidos com os extratos
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aguosos e hidroalcoodlico de A. occidentale, e os extratos hidroalcodlicos de S.
tuberosa, e M. urundeuva que reduziram mais do 50% de DPPH no primeiro
minuto. Os extratos hidroalcoolicos de S. tuberosa, M. urundeuva e S.
obtusifolium consumiram quase 80% de DPPH no primeiro minuto, mostrando
um comportamento parecido ao do controle (acido galico). No entanto, A.
colubrina, a espécie que mostrou a maior atividade antioxidante, apresentou
uma cinética mais lenta para os dois tipos de extrato, atingindo o consumo total
de DPPH somente depois de varios minutos.

Ter uma cinética rapida de sequestro de radicais livres € uma carateristica
importante para um extrato antioxidante, tendo em vista que os radicais livres

fisioldgicos sdo altamente instaveis e com meia vida muito curta (Sies, 1993).
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Figura 3. Curva cinética de consumo do radical livre DPPH em funcdo do
tempo dos extratos aquosos (A) e dos extratos hidro alcodlicos (B) a
concentracdo de 200 pg/mL.
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Os resultados obtidos na quantificacdo dos fendis totais sdo apresentados
na tabela 2. A espécie que mostrou ter o maior teor de fendis totais foi A.
colubrina, com valores de 68,26 e 73,09 mg EAG/g de extrato, respectivamente
para o extrato aquoso e hidroalcodlico; em contraste, os extratos de C.
heliotropiifolius demostraram ter a menor quantidade de fendis (9,14 e 11,17
MgEAG/g extrato respetivamente extrato aquoso e hidroalcodlico).

Os valores encontrados nesse estudo estdo de acordo com os relatados
por Queiroz et al. (2002) para os extratos metandlico e acetona:agua da casca
de M. urundeuva e com os resultados de Monteiro et al. (2005), que analisaram
o teor de fenois da casca de M. urundeuva e A. colubrina.

O teor de flavonoides é mostrado na tabela 2. A espécie que apresentou o
valor maior € M. urundeuva (EA 28,96 e EH 32,74 mgEQ/10g extrato), seguida
por C. heliotropiifolius, A. occidentale e M. pectinatum.

Tabela 2. Teor de fendis totais, flavonoides e atividade antioxidante de extratos aquoso (EA) e

hidroalcodlico (EH) de oito plantas medicinais ocorrentes na regido semi-arida do Brasil.

- Pateda PO Fengis + Dy iavonoides =DV gy, pp
Especie planta de (mgEAG/g extrato) (MgEQ/10g (ug/mL)
extrato extrato)
Anacardium casea EA 59.79 £ 2.78 23.11£4.55 143+ 0.5
occidentale EH 45.57 £ 3.00 22.26 £1.37 12.5 £0.7
EA 68.26 £ 11.37 9.49 £ 1.05 10.5+0.9
Anadenanthera
i casca
colubrina EH 73.09 £3.10 13.71 £ 0.92 9.3+0.2
Croton olha EA 9.14 + 0.41 23.08+1.19 105 + 41.6
heliotropiifolius EH 11.17 £ 0.33 26.04+0.83  106.6+18.5
EA 25.92 £ 0.55 7.72 £0.51 27.7+0.7
Maytenus rigida Casca
EH 18.33+0.25 9.98 £ 0.32 22.9+0.3
EA 29.61 +£1.38 22.30+£1.32 255+0.6
Mesosphaerum
) folha / flor
pectinatum EH 15.75 + 0.33 22.48+1.18 229+1.1
EA 25.92 £ 0.55 7.72+0.51 27.7+0.7
Maytenus rigida Casca
EH 18.33+0.25 9.98 £ 0.32 22.9+0.3
EA 45.37 £ 2.75 28.96 £ 0.45 13.8+0.7
Myracrodruon Casca
urundeuva EH 57.28 + 3.58 32.74+1.50 10.2 £ 0.07



98

s . EA 43.19+£1.96 14.42 £+ 1.01 12.4 + 0.2
pondias
Casca
tuberosa EH 52.11+1.01 9.75+0.52 9.8+0.1
. EA 22.23+1.21 9.90 £ 0.69 28.9+2.8
Sideroxylon
e . Casca
obtusifolium EH 22.43+0.39 13.01 +0.19 9.7+1.0
Acido galico - - 7.2 +0.09

A andlise de correlagdo entre o teor de polifendis totais e atividade
antioxidante encontrados nas oito espécies de plantas medicinais resultou em
uma correlacao fraca (r = -0,6376, p = 0,0079; Figura 4A). Essa analise permite
avaliar se a atividade antioxidante dos extratos testados € relacionada com a
presenca de fendis.

Uma baixa atividade antioxidante e um baixo teor de compostos fendlicos
foram encontrados em C. heliotropiifolius. Comportamento diferente também foi
observado em S. obtusifolium que, apesar de mostrar um teor de fendis baixo
nos dois tipos de extrato (22.23 e 22.43 mg EAG/g extrato), apresentou uma
boa atividade antioxidante no extrato hidroalcodlico (Figura 2 e Tabela 2). Isso
implica que nesse tipo de extrato outra classe de compostos, ndo detectada
pelo método Folin-Coicalteau, pode também ser responsavel pelo sequestro
dos radicais livres.

A exclusédo de C. heliotropiifolius e S. obtusifolium, que mostraram um
comportamento diferente das outras espécies, resultou em uma correlacéo
mais significativa (r = -0,8607, p = 0,0003; Figura 4B). Pode-se, portanto, inferir
qgue para A. occidentale, A. colubrina, M. pectinatum, M. rigida, M. urundeuva e
S. tuberosa um aumento do teor fendlico coincide com uma maior atividade
antioxidante, confirmando o papel dessa classe de compostos na atividade
bioldgica aqui encontrada. Esse comportamento ja foi encontrado em outros
trabalhos com plantas medicinais, ressaltando a importancia dos fendis nas
espécies de uso medicinal (Sousa et al., 2007; Veeru et al., 2009; Piluzza &
Bullitta, 2011).
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Figura 4. A: Grafico de correlacdo entre teor de fendis (mgEAG/mg
extrato) e atividade antioxidante (ECsy) das oito espécies de plantas
medicinais; B: Grafico de correlacdo entre teor de fendis (MgEAG/mg
extrato) e atividade antioxidante (ECso) excluindo Croton heliotropiifolius
e Sideroxylon obtusifolium.

A andlise da correlacdo entre o teor de flavondides dos extratos obtidos
com a casca dos troncos e a atividade antioxidante ndo encontrou significancia
estatistica (r = -0,4051; p = 0,1195), demonstrando que a atividade antioxidante

dos extratos testados nao é devida a presenca desses compostos.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo evidenciaram uma apreciavel atividade
antioxidante dos dois tipos de extrato das cascas do angico (Anadenanthera
colubrina), da aroeira (Myracrodruon urundeuva), do umbu (Spondias tuberosa)
e do cajueiro (Anacardium occidentale), todas elas plantas medicinais
comumente utilizadas no Nordeste do pais. Considerando que os antioxidantes
podem apresentar efeitos de protecdo em processos patoldgicos, os resultados
desse trabalho contribuiram para a melhor compreensdo dos mecanismos da
eficicia terapéutica dessas plantas medicinais.

A andlise do conteudo em fendis encontrou uma correlagdo significativa
entre a presenca dessa classe de compostos e a acdo antioxidante, indicando
0 papel dessa classe de composto nessa atividade biologica. A auséncia de
correlagdo entre o conteudo de flavonodides e a atividade antioxidante indica
gue essa classe de compostos ndo atua na atividade de sequestro de radicais

livres aqui descrita.
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CONCLUSOES GERAIS

As plantas tradicionalmente selecionadas pelos Pankararu e Fulni-6 e
outras comunidades nordestinas néo indigenas para tratar distirbios das
vias génito-urinérias efetivamente produzem metabdlitos que podem inibir
ou mesmo matar as bactérias, leveduras e protozoarios que causam
estes transtornos.

A decoccgdo das cascas do tronco das plantas medicinais, método que
comumente utilizam no preparo dos chés, permite a extracdo das
substancias bioativas, como demonstrado nos testes in vitro realizados
com as espécies de plantas selecionadas para este estudo.

Considerando que nas cascas dos troncos de Anacardium occidentale,
Myracrodruon urundeuva e Spondias tuberosa estdo presentes
substéancias ativas frente a todos os microrganismos colonizadores do
trato urogenital testados, a selecdo dessas espécies permitiu aos
indigenas dispor de chas medicinais com potencial antimicrobiano de
amplo espectro.

O elevado teor de taninos presentes nas cascas dos troncos aponta o
papel dessa classe de compostos na atividade antimicrobiana das
espécies aqui analisadas.

Embora ainda nédo relatada na literatura, a atividade anti-Trichomonas
vaginalis de substancias produzidas por A. occidentale, M. urundeuva, S.
tuberosa, Maytenus rigida e, particularmente Sideroxylon obtusifolium,
comparavel a do metrodinazol, evidencia estas espécies como fontes
para obtencéo de novas drogas para o tratamento das tricomonoses.
Refor¢cando o valor do conhecimento tradicional, a correlagéo encontrada
entre a atividade antimicrobiana e os valores de uso tradicionais, indica
gue as plantas mais utilizadas e citadas para disturbios das vias génito-
urinarias pelos Pankararu e pelos Fulni-6 sdo também as que apresentam
a maior capacidade de agir sobre os agentes etiologicos desses
distarbios.

A forte atividade antioxidante e altos teores de polifendis dos extratos
hidroalcodlicos obtidos de A. occidentale, Anadenanthera colubrina, M.

urundeuva, S. tuberosa e S. obtusifolium e dos extratos aquosos de A.
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colubrina, M. wurundeuva e S. tuberosa permitem uma melhor
compreensdo dos mecanismos da eficacia terapéutica dessas plantas
medicinais, considerando que os mesmos podem apresentar efeitos de
protecdo em processos patoldgicos.

Os resultados obtidos permitem apontar a maioria das espécies
analisadas como fontes de produtos naturais que podem ser utilizados no

tratamento das infec¢des urogenitais.
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