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Resumo

Mogambique enfrenta desafios crescentes na saide publica devido a propagacdo de Infeccdes
Sexualmente Transmissiveis (ITS’s). Avaliagdo Fitoquimica e Biologica de Plantas Medicinais
usadas no Tratamento de Infecgoes Sexualmente Transmissiveis na regido sul de Mogambique, foi o
tema do estudo onde teve como objectivo investigar o perfil fitoquimico, a capacidade antioxidante,
actividade antimicrobiana e a citotoxicidade dos extractos das raizes de Cassia abbreviata,
Colophospermum mopane ¢ Senna petersiana, plantas da familia Fabaceae tradicionalmente usadas
na abordagem clinica de ITS’s na Provincia de Gaza. Foram recolhidas raizes com orientagdo e
indicacdo dos praticantes da medicina tradicional (PMT), catalogadas em cartolinas de modo a
preservar os seus principios activos e identificadas botanicamente no herbario da Universidade
Eduardo Mondlane, fragmentadas, secas a temperatura ambiente ¢ pulverizadas. Os extractos foram
obtidos por Soxhlet com uma mistura hidroalcoolica (1:1 v/v) agua destilada e etanol a 96% (150 ml:
48%), seguidos de particao sequencial em n-hexano, diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc)
¢ agua, para obten¢do de fracgdes de polaridade crescente. A triagem fitoquimica qualitativa revelou a
presenga de taninos, flavonoides, triterpendides e esterdides predominantes nas frac¢des aquosas e
EtOAc em todas as amostras vegetais, ao passo que saponinas apareceram em Senna petersiana e
Colophospermum mopane e os alcaldides estiveram ausentes nas trés espécies. A quantificacao dos
compostos fenodlicos nas fracgoes EtOAc por HPLC indicou concentragdes elevadas de acido galico
(13,8-15,2 mg/g), catequina (11,9-12,5 mg/g), quercetina (7,6-8,4 mg/g) e acido elagico (5,9-6,7
mg/g), correlacionando positivamente com a actividade antioxidante das mesmas fracg¢des, conforme
determinado pelo teste de DPPH (67-84% de inibig@0), sugerindo robustez na neutralizacdo de
radicais livres e relevancia para o controlo do estresse oxidativo associado a ITS’s. Os testes
antimicrobianos in vitro foram realizados por microdilui¢ao em caldo, envolvendo Candida albicans,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Streptococcus do grupo D, Lactobacillus spp. e
Gardnerella vaginalis. As fracgdes de EtOAc foram as mais activas, com valores de CIM entre 56-72
pg/ml nas trés espécies, onde S. petersiana revelou CIM de 57-60 pg/ml para E. coli e C. albicans, e
52 pg/ml para S. agalactiae; as fracgdes de DCM apresentaram CIM intermediarias (302-422 pg/ml),
enquanto n-hexano e agua foram menos eficazes. O perfil de selectividade foi favoravel, com
auséncia de inibicdo em Lactobacillus spp. Os ensaios de citotoxicidade (MTT) revelaram CCso entre
350-420 pg/ml para EtOAc, indicando baixa toxicidade e margem de seguranca adequada. Ensaios de
combinacdo entre DCM e EtOAc mostraram sinergismo (FICI<0,5), reduzindo CIM em 30-55%
contra C. albicans e S. agalactiae, sugerindo beneficio. Em sintese, a integracdo dos dados
fitoquimicos, antioxidantes, antimicrobianos e citotoxicos reforca Cassia abbreviata,
Colophospermum mopane e Senna petersiana como fontes promissoras de compostos bioactivos e o
estudo recomendando integra investigagao adicional para validacao das espécies.

Palavras-chave: Perfil fitoquimico, Compostos fendlicos; Actividade antioxidante; Actividade

antimicrobiana; Citotoxicidade; Fabaceae; Infeccdes sexualmente transmissiveis; Bioprospecc¢ao.



Abstract

Mozambique faces growing public health challenges due to the spread of sexually transmitted
infections (STI’s). Evaluation of the phytochemical profile, antioxidant activity and antimicrobial
activity of root extracts of Cassia abbreviata, Colophospermum mopane and Senna petersiana used
against microorganisms associated with sexually transmitted infections in Mozambican traditional
medicine was the theme of this study, which aimed to investigate the phytochemical profile,
antioxidant capacity, antimicrobial activity and cytotoxicity of root extracts of Cassia abbreviata,
Colophospermum mopane and Senna petersiana, Fabaceae species traditionally used in the
management clinical of STI’s in communities of Massingir district, Gaza Province. Roots were
collected under the guidance and indication of traditional medicine practitioners, catalogued on
cardboard sheets to preserve their active principles, botanically identified at the herbarium of Eduardo
Mondlane University, fragmented, dried and pulverized. Extracts were obtained by Soxhlet using a
hydroalcoholic mixture (1:1 v/v) of distilled water and 96% (150 mL: 48%), followed by sequential
partition with n-hexane, dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtOAc) and water to obtain fractions
of increasing polarity. Qualitative phytochemical screening revealed the presence of tannins,
flavonoids, triterpenoids and steroids predominantly in the aqueous and EtOAc fractions of all plant
samples, whereas saponins were detected in Senna petersiana and Colophospermum mopane, and
alkaloids were absent in all three species. Quantification of phenolic compounds in the EtOAc
fractions by HPLC indicated high concentrations of gallic acid (13.8-15.2 mg/g), catechin (11.9-12.5
mg/g), quercetin (7.6-8.4 mg/g) and ellagic acid (5.9-6.7 mg/g), which correlated positively with the
antioxidant activity of these fractions, as determined by the DPPH assay (67-84% inhibition),
suggesting strong radical-scavenging capacity and relevance for controlling oxidative stress
associated with STI’s. Antimicrobial assays in vitro were performed by broth microdilution against
Candida albicans, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, group D Streptococcus, Lactobacillus
spp. and Gardnerella vaginalis. EtOAc fractions were the most active, with MIC values between 56-
72 ng/ml across the three species; Senna petersiana, for example, showed MICs of 57-60 pg/ml for E.
coli and C. albicans and 52 pg/mL for S. agalactiae. DCM fractions presented intermediate MICs
(302-422 nug/ml), whereas n-hexane and aqueous fractions were less effective. The selectivity profile
was favorable, with no inhibition of Lactobacillus spp. Cytotoxicity assays (MTT) showed CCso
values between 350-420 ng/mL for EtOAc fractions, indicating low toxicity and an adequate safety
margin. Combination assays between DCM and EtOAc demonstrated synergism (FICI < 0.5),
reducing MICs by 30-55% against C. albicans and S. agalactiae, suggesting a beneficial combinatory
effect. In summary, the integration of phytochemical, antioxidant, antimicrobial, and cytotoxic data
reinforces Cassia abbreviata, Colophospermum mopane, and Senna petersiana as promising sources of
bioactive compounds, and the study recommends further investigation to validate these species.

Keywords: Phytochemical profile; Phenolic compounds; Antioxidant activity; Antimicrobial activity;

Cytotoxicity; Fabaceae; Sexually transmitted infections; Bioprospecting.
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1. Introducao

Esta parte introdutoria tem como finalidade enquadrar o estudo no contexto cientifico e social
em que se insere. Inicialmente, discute-se o papel da medicina alternativa em Mocambique,
abordando Cassia abbreviata, Colophospermum mopane € Senna petersiana como espécies
de relevancia etnomedicinal, em seguida apresenta-se o panorama das infec¢des sexualmente
transmissiveis, com destaque para o aumento da resisténcia antimicrobiana e para as

limitagdes no acesso a terapias convencionais em comunidades rurais.

Neste capitulo sdo ainda delineados o problema de pesquisa, a questdo de partida, os
objectivos bem como as hipdteses que norteiam o trabalho. Também esta explicita a
justificativa e relevancia cientifica e pratica do estudo, evidenciando a necessidade de avaliar
extractos das espécies, de forma a validar o seu uso tradicional e contribuir para a prospecc¢ao

de novas alternativas terapéuticas de origem natural.

1.1. Contextualizaciao das infec¢oes sexualmente transmissiveis e plantas medicinais

As infecgdes sexualmente transmissiveis (ITS’s) sdo um desafio global de saude. Elas se
agrupam em curaveis (Clamidia, Gonorreia, Tricomoniase vaginal, Sifilis) e incuraveis
(HIV/SIDA, HVC, HVB), entre outras. As ITS’s tém uma taxa de morbilidade muito elevada
e mortalidade rara, quando mal tratadas ou ndo tratadas desencadeiam em complicagdes
como abortos espontaneos, infertilidade, cegueira em recém-nascidos, prematuridade,

gravidez ectdpica (Maema et al., 2020).

Segundo a OMS, aproximadamente 499 milhdes de casos de ITS’s curaveis ocorrem
anualmente em populagio sexualmente activa e que 25% destes ocorrem na Africa

subsaariana (Neves, 2017).

Dentre os factores que contribuem para taxas de prevaléncia acima mencionadas podemos
distinguir comportamentos sexuais ndo seguros aliados ao fraco conhecimento sobre as
formas de prevencdo, também as crengas locais, caracteristicas sociodemograficas e

economicas precarias, bem como a fraca cobertura da rede e servigos sanitarios.

Os servigos sanitarios em Mogambique aliados ao diagnostico e tratamento das ITS’s ndo
abrangem a cobertura nacional, fazendo com que o Pais se configurem na Africa subsaariana

com elevado indice de prevaléncia das ITS’s (Ferreira et al., 2019).



Entre os microrganismos que podem causar ITS’s podemos destacar os agentes causadores
com bactérias e fungos, estes ultimos indirectos como grupo de microrganismos, que quando
o pH vaginal da mulher fica alterado sdo percursoras de infecgdes e outros bactérias

comensais (Jacomini & Murayama, 2023).

A importancia do rastreio e tratamento precoce da espécie estreptococica e outras patogénicas
ja tinha sido descrita e evidenciada em 1970, devido as implicagdes que estas possuem na
saude humana e neonatal. O tratamento de infecgdes estreptocdcicas envolve o uso de
betalactamicos e outros grupos de antibioticos que facilmente tornam se resistente (Soares,

2022; Rosa, 2023).

As resisténcias de antibidticos tém consequéncias clinicas, epidemioldgicas e econdmicas
preocupantes, desafiando os investigadores na area de fitoterapia a procura de solugdes

eficazes e seguras para responder a dindmica das estirpes resistentes.

Como descreveu-se anteriormente o uso inadvertido de antimicrobianos ¢ falta de realizacao
de testes de sensibilidade aos antimicrobianos, sdo tidos como factores externos que
contribuem para a resisténcia antimicrobiana, para além dos mecanismos bioquimicos dos
microrganismos, resultando na diminui¢do da eficicia das estratégias no tratamento das
ITS’s. Para responder a resisténcia antimicrobiana, os investigadores na area de plantas
medicinais sdo parte de solucdo e Mogambique sendo um compéndio da biodiversidade

varias espécies vegetais sao fonte para sintese de antimicrobianos.

A OMS incentiva a fitoterapia, mas adverte estudos de comprovacao cientifica no tratamento
das doengas. Das principais plantas usadas em Mocambique para o tratamento das ITS’s
destacam-se as raizes de C. abbreviata, C. mopane e S. petersiana, como foi evidenciado no

estudo etnobotanico sobre a importancia medicinal dessas espécies (Silva, 2021).

A fitoterapia tem sido utilizada a séculos pela humanidade, porém existe uma fragilidade do
estudo aprofundado das raizes de espécies C. abbreviata, C. mopane e S. petersiana para
tratamento das ITS’s em Mocambique. A semelhanca dos antibidticos convencionais os
fitoterapicos devem ser conhecidos a sua toxicologia e seus efeitos quando usados em forma
isolada ou combinada como o caso de raizes de C. abbreviata, C. mopane € S. petersiana, por
isso devem ser realizados estudos que culmine com avaliacdo clinica para o uso seguro desses

fitoterapicos.



1.2. Problematizacio e questao central de partida

O uso indiscriminado e/ou irracional de antibidticos aumenta o risco de resisténcias a varias
espécies, tornando-os ineficazes para responder as aspiracdes humanas em saude (Assis,

2015).

Esta problematica tem sido agravada pela automedicagdo, pela prescri¢do inadequada e pela
falta de controle sobre a qualidade e procedéncia dos produtos naturais disponiveis no
mercado, ansiando estudos rigorosos para validar eficacia e seguranca desses compostos, para

estas respostas com estudos vegetais (Chapaval et al., 2018).

Além disso, a diversidade fitoquimica presente em diferentes espécies vegetais, tem
demonstrado acc¢do significativa contra microrganismos patogénicos, inclusive espécies
multirresistentes, o que abre espago para novas possibilidades para o desenvolvimento de

farmacos de origem natural, considerado um processo ecologicamente sustentavel.

Estudo realizado sobre levantamento etnobotanico na Zambia revelou o uso da C. abbreviata
e S. petersiana para o tratamento da Neisseria gonorrhoeae principal patdégeno para a
gonorreia, também para infec¢des oportunistas por HIV/SIDA e outras infec¢des sexualmente

transmissiveis (Chinsembu et al., 2019).

Este conhecimento tradicional, aliado a investigacdo cientifica como vias enzimaticas € uso
da Biotecnologia, fortalece o potencial das espécies como candidatas promissoras na
formulagdo de terapias antimicrobianas inovadoras, culturalmente acessiveis e
ecologicamente sustentdveis, sobretudo em regides onde o acesso a medicamentos

convencionais € medicina € limitado.

As partes vegetais tradicionalmente utilizadas em diversas culturas com potencial
antimicrobiano revelam-se promissoras. No entanto, apesar do uso popular de espécies como
C. abbreviata, C. mopane e S. petersiana para o tratamento de infe¢des, incluindo as
sexualmente transmissiveis, hd escassez de estudos cientificos que comprovem, de forma
sistemadtica, a sua seguranga no uso de forma isolada ou combinada em sistemas bioldgicos
no combate contra microorganismos clinicamente valoraveis para o quadro patologico em

estudo.

Diante do aumento da resisténcia antimicrobiana e de escassez de estudos sistematicos sobre

espécies vegetais amplamente utilizadas na medicina tradicional no distrito de Massingir,
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torna-se essencial investigar de forma cientifica a eficacia, a seguranca e o potencial
terapéutico de C. abbreviata, C. mopane ¢ S. petersiana. Essas plantas, culturalmente
relevantes e ecologicamente sustentdveis, podem constituir alternativas inovadoras no
tratamento de infecdes de interesse clinico, enquanto contribuem para a valorizagdo do

conhecimento tradicional aliado a investigagdo moderna.

No entanto, a escassez de informagdes sobre a composi¢do fitoquimica, citotoxicidade,
toxicologia e eficacia antimicrobiana, tanto isolada quanto em associac¢do (considerando que
a utilizagdo ocorre muitas vezes por coadministracdo), ainda constitui uma limitagdo

significativa no contexto mogambicano.

O uso acentuado dessas espécies no distrito de Massingir, sem evidéncias cientificas robustas,
compromete seu reconhecimento cientifico, a aplicagdo terapéutica segura ¢ a padronizacao
necessaria para prescrigdo médica e este estudo ao responder a questdo de partida: “ate que
ponto os extractos das raizes das plantas Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e
Senna petersiana usados contra microorganismos associados a infec¢oes sexualmente
transmissiveis no sul de Mog¢ambique sdo biologicamente seguros?”’, ira contribuir para
validagdo etnomedicinal, uso eficaz, seguro e responder a um problema de resisténcia

antimicrobiana que tem se acentuado e emergindo para um problema de saude publica.

1.3.Justificativa e relevancia da pesquisa

A procura por solugdes terap€uticas representa uma estratégia promissora para fornecer
alternativas eficazes e potencialmente mais seguras no tratamento de diversas patologias ou

doencas sejam de origem conhecida ou idiopaticas.

A exploracdo de estudos fitoterdpicos, possibilita a identificagdo e o isolamento de
componentes bioativos que contribuem para a sintese de novas opgdes terapéuticas,
terapéuticos, baseados em compostos naturais com acc¢do contra diferentes microrganismos

de interesse clinico (Kabuka et al., 2022).

Porém, o estudo biologico dos extractos vegetais torna-se essencial na identificacdo de
possiveis efeitos adversos e a definicdo de margens seguras de administragdo (Dias et al.,
2017). Apesar das populagdes rurais considerarem as plantas medicinais como seguras,

sustentadas pela crenca de que “o natural ndo provoca efeitos adversos”, ¢ fundamental



comprovar cientificamente sua inocuidade, eficacia e seguranga (Silva et al., 2021; Sultdo,

2022).

Este estudo, portanto, justifica-se pela relevancia em segurar no avanco cientifico e
sustentavel no tratamento das infec¢des, ao oferecer dados relevantes sobre a actividade
antimicrobiana, antioxidante, a composi¢cdo quimica e a citotoxicidade vegetal das espécies
em estudo. Os resultados terdo impacto directo no desenvolvimento de alternativas no
tratamento, manipulacdo segura e, consequentemente, na melhoria dos cuidados de saude

sexual e reprodutiva.

Embora andlises preliminares por cromatografia gasosa e espectrometria de massa ja tenham
revelado a presenca de compostos com atividade antimicrobiana e flavonoides nessas
espécies, ainda persiste uma lacuna significativa de informagdes sobre sua composi¢do
fitoquimica detalhada, toxicidade ¢ mecanismos de agdo (Yang et al., 2021). Tal escassez

reforca a necessidade de investigagdes sistematicas que validem o uso dessas plantas.

A OMS alerta que, caso medidas eficazes ndo sejam adoptadas, as bactérias resistentes
poderao ser responsaveis por cerca de 10 milhdes de mortes anuais em todo o mundo (Soares,
2022). Essa previsao evidencia a urgéncia em desenvolver solugdes terapéuticas inovadoras

capazes de responder a crescente ameaga da resisténcia antimicrobiana.

Assim, este estudo tem como principal anseio validar cientificamente o uso tradicional das
espécies vegetais, amplamente difundidas entre a populagdao em contexto de acesso restrito e
limitado de servigos de satide. Adicionalmente, o estudo pretende ampliar o conhecimento
fitoquimico das espécies ainda pouco exploradas, incluindo a andlise de preparagdes
combinadas, tal como ocorre na pratica comunitaria. Com isso, pretende-se preencher lacunas

na literatura cientifica e oferecer subsidios para futuras pesquisas na area.

Por conseguinte, os resultados obtidos poderdao ndo apenas fortalecer a valorizagao do
conhecimento tradicional aliado a investigagdo cientifica, mas também subsidiar politicas
publicas voltadas a saude colectiva e estimular o desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos de origem natural, alinhados a principios de sustentabilidade e acessibilidade.

A pesquisa apresenta importancia cientifica, ao validar e aprofundar o conhecimento sobre
espécies vegetais com potencial antimicrobiano; social, por valorizar praticas tradicionais e

oferecer alternativas terapéuticas a comunidades com acesso limitado a medicina



convencional e pratica, por subsidiar politicas publicas em satde colectiva e estimular o
desenvolvimento de novos farmacos de origem natural, seguros, acessiveis e ecologicamente

sustentaveis.

A valorizagdo da biodiversidade vegetal emerge como uma resposta inovadora ao desafio
global da resisténcia dos antibidticos. Motiva este estudo a necessidade de identificar, validar
e proteger o potencial fitofarmacologico, privilegiando o uso tradicional aliado a evidéncia
cientifica. Contribuir para o desenvolvimento sustentdvel e para a autonomia sanitaria em
comunidades de acesso restrito. Esta abordagem reforca a relevancia social e cientifica do
estudo, legitimando praticas locais e promovendo solugdes acessiveis no ambito da saude

publica.
1.4.0bjectivos da pesquisa

Para este estudo sendo parte crucial e de limitante de toda investigacdo cientifica, foi

estabelecido o seguinte:

1.4.1. Objectivo geral

» Avaliar o perfil fitoquimico e a actividade biologica das plantas medicinais usadas no

tratamento de infec¢des sexualmente transmissiveis na regido sul de Mogambique;

1.4.2. Objectivos especificos

» Analisar a composicdo fitoquimica preliminar dos extractos das raizes das plantas
Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana usadas no
tratamento de infecgdes sexualmente transmissiveis;

» Quantificar a actividade antioxidante das fraccdes de raizes das espécies vegetais
Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana e relacionar com
actividade biologica atribuida a estas plantas.

» Determinar a actividade antimicrobiana dos extractos das raizes das plantas em estudo
contra microorganismos associados a infec¢does sexualmente transmissiveis

» Avaliar a citotoxicidade das espécies vegetais em frac¢des activas em modelos

celulares,

Para sustentar os objectivos importa salientar que, a analise da composi¢cdo fitoquimica

preliminar dos extractos constitui o primeiro passo fundamental para identificar as principais



classes de metabolitos secundarios com potencial actividade bioldgica, conferindo base
cientifica ao uso tradicional dessas espécies e orientando futuras etapas de isolamento de

compostos activos (Neves et al., 2017).

Em seguida, a quantificacdo da actividade antioxidante dos extractos permite avaliar a
capacidade das fracgdes em neutralizar radicais livres relacionados ao estresse oxidactivo e a
fisiopatologia de diversas doengas infecciosas, além de apoiar o desenvolvimento de

ingredientes bioactivos com aplicacdo terapéutica (Silva, 2021).

A determinagdo da actividade antimicrobiana dos extractos torna-se, assim, essencial para
comprovar a eficacia empirica atribuida pelas comunidades ao uso dessas plantas no
tratamento de infec¢des sexualmente transmissiveis, gerando dados robustos que podem
subsidiar a prospeccdo de novos agentes terapéuticos num cenario de crescente resisténcia

microbiana (Ostrosky et al., 2008; Maema et al., 2020).

Por fim, a citotoxicidade permite estimar a margem de seguranca dos extractos, equilibrando
riscos e beneficios associados ao seu uso e fornecendo elementos criticos para a indicagao

segura dessas espécies em contextos clinicos ou comunitarios (Senigalia ef al., 2020).

Este estudo ndo se constitui como um ponto final, mas como uma etapa dentro de um
processo continuo de constru¢do do conhecimento sobre o potencial bioquimico de Cassia
abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana. Permanecem por explorar, por
exemplo, estudo in vivo, elucidagdo detalhada de mecanismos de acgdo, avaliacdo de outras
partes das plantas, variacdes sazonais, interacgdes com farmacos convencionais e

desenvolvimento de formulacgdes estaveis.

Assim, o trabalho deve ser entendido como um contributo relevante e necessario, porém
ainda parcial, dentro de um campo vasto, dindmico e em permanente aprofundamento, no
qual novas pesquisas serdo fundamentais para consolidar e expandir o uso seguro e eficaz

desses recursos vegetais bem como o desenvolvimento de fitoterdpicos no contexto nacional.
1.5. Hipdteses da pesquisa

As hipoteses sdo proposicdes cientificas formuladas para orientar a pesquisa, permitindo que
fendmenos sejam explicados e testados empiricamente (Pereira et al., 2018). Devem ser
claras, especificas e mensuraveis, possibilitando sua confirmagao ou refutagdo com base em

evidéncias.



Estao directamente ligadas aos objectivos do estudo, funcionando como pontes entre teoria e
pratica, e sdo fundamentais para garantir rigor cientifico, orientar a produgdo e fortalecer

resultados. Por ser experimental e laboratorial, foi formulada as seguintes hipoteses:

H1: Os extractos das raizes de Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna
petersiana apresentam principios activos, em niveis compativeis com potencial actividade

bioldgica relevante.

H2: As frac¢des obtidas a partir dos extractos das raizes das trés espécies vegetais exibem
actividade antioxidante mensuravel contribuindo para neutralizagdo de espécies reactivas de

oxigénio envolvidas em processos infecciosos.

H3: Os extractos e fraccdes das raizes das plantas em estudo inibem o crescimento de
Candida albicans, Streptococcus agalactiae € outros microrganismos, em concentracdoes
compativeis com a perspectiva de desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos de

origem vegetal.

H4: As fraccdes vegetais com maior actividade antimicrobiana e antioxidante apresentam
baixa citotoxicidade nas concentracdes testadas em modelos celulares, sugerindo uma

margem de seguranca adequada para o seu futuro uso farmacolégico.

As hipoteses formuladas neste estudo fundamentam-se em pressupostos quimicos, bioldgicos
e etnofarmacologicos relacionados as raizes de Cassia abbreviata, Colophospermum mopane

e Senna petersiana.

A literatura sobre plantas medicinais indica que classes de compostos (marcadores ou
principios activos) estdo frequentemente associadas a propriedades farmacoldgicas de
interesse, incluindo efeitos antimicrobianos, antioxidantes e moduladores de processos
inflamatérios, o que justifica a sua investigacdo sistematica € a sua correlacio com a

actividade biologica.

No ambito da actividade antioxidante, a hipdtese apoia-se no conhecimento consolidado de
que compostos fendlicos actuam como doadores de eletrdes e sequestradores de radicais
livres, desempenhando um papel protector frente ao stress oxidactivo e as lesdes celulares
associadas a processos inflamatdrios e infecciosos. Dessa forma, a avaliacdo simultdnea

permite estabelecer uma base mecanistica no uso destas espécies.



No que se refere a actividade antimicrobiana, recorre sob ponto de evidéncias etnobotanicas
atribuidas a estas espécies, sugerindo a presenga de metabolitos com capacidade de interferir
em alvos estruturais ou funcionais dos microrganismos. A demonstra¢cdo experimental desta
actividade contribui para validar o conhecimento empirico acumulado e para identificar
extractos ou fraccdes com potencial para originar protdtipos de novos produtos

farmacéuticos.

A integracdo dos resultados de actividade biologica com os ensaios de citotoxicidade ¢
essencial na seleccdo de candidatos com perfil beneficio-risco favoravel, dado que a eficécia
terapéutica deve ser acompanhada de niveis de toxicidade aceitaveis. Assim, a confirmagao
desta hipodtese fornece um argumento adicional para o avango destas fracgdes em estudos

subsequentes, incluindo ensaios in vivo e desenvolvimento de formulagdes fitoterapicas.

1.6.Perguntas de pesquisa

De acordo com Lukosevicius (2018), uma pergunta de pesquisa consiste em uma
interrogacdo clara, especifica e focada, que serve como guia central para todo o processo
investigativo. Ela delimita o problema a ser estudado, orienta a escolha da metodologica,

recolha, analise dos dados e a interpretagao dos resultados.

A Formulagdao adequada de perguntas de pesquisa €, portanto, essencial para garantir
coeréncia, rigor e capacidade na procriagcdo de evidéncias cientificamente validas (Pereira et

al., 2018). No presente estudo, foram levantadas as seguintes questdes de pesquisa:

P1: Quais sdao os compostos bioactivos existentes nos extractos das raizes das plantas Cassia
abbreviata, Colophospermum mopane, Senna petersiana, € de que modo estes compostos
justificam o uso tradicional dessas espécies no tratamento de infec¢des sexualmente

transmissiveis?

P2: Qual ¢ o potencial antioxidante dos extractos das raizes das plantas Cassia abbreviata,

Colophospermum mopane, Senna petersiana e como essa actividade varia entre as espécies?

P3: Em que medida os extracto das raizes das plantas Cassia abbreviata, Colophospermum
mopane, Senna petersiana apresentam actividade antimicrobiana sobre microrganismos, €
sera que existe diferenca de eficacia entre o uso isolado de cada espécie e a coadministra¢ao

dos seus extractos?



P4: Sera que os extractos vegetais apresentam baixa citotoxicidade em modelos celulares

para uma margem de seguranca adequada no seu potencial farmacologico?

A defini¢do destas perguntas de pesquisa constitui o alicerce orientador, permite estabelecer
uma ligacdo logica entre os objectivos propostos, as hipoteses formuladas e os procedimentos

metodologicos.

Ao abordar de forma integrada os aspectos fitoquimicos, antioxidantes, antimicrobianos e de
seguranga bioldgica das espécies C. abbreviata, C. mopane ¢ S. petersiana, pretende-se gerar
um corpo de evidéncias cientificas capaz de validar ou esclarecer o uso tradicional das
plantas no contexto mogambicano. Assim, este enquadramento investigativo ndo s orienta a
execucdo das etapas seguintes da pesquisa, como também fornece a base para a interpretacao

critica dos resultados obtidos.
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2. Revisao de literatura

A revisdo bibliografica constitui uma etapa fundamental em trabalhos académicos, pois
permite situar a investigacdo no contexto cientifico, compreender os avangos ja realizados e
identificar lacunas de conhecimento que justificam o desenvolvimento de estudo mais

aprofundados dependendo do tipo de lacuna, seja método, contexto entre outras.

Neste marco sdo abordadas caracteristicas botanicas e uso etnomedicinal das partes vegetais
da C. abbreviata, C. mopane e S. petersiana, seguidos da apresentacdo dos métodos de
preparagdes e discute-se as técnicas analiticas empregadas para a identificacdo e
padroniza¢do de compostos e comportamento quimico e biologico das plantas com destaque
para sua seguranga. A revisdo destaca ainda os principais avangos, lacunas e oportunidades
no campo de estudo, oferecendo subsidios tedricos para a consolidagdo da presente
investigacdo. Serdo abordados conceitos de ITS’s, microorganismos associados, tratamentos

convencionais a luz da diretriz mogambicana.
2.1.Plantas medicinais e fitoterapia

2.1.1. Uso histdrico das plantas medicinais

A OMS criou o programa de Medicina alternativa nos anos 70 em reconhecimento do uso
massivo de plantas pela populacdo em paises subdesenvolvidos, onde 80% depende das
preparacdes medicinais para responder os seus desafios a satde (Silva, 2021). Para Sun e
Shahrajabian (2023), véarias partes de plantas medicinais, sdo fontes de compostos bioactivos

(substancias de origem vegetal que apresentam actividade farmacologica).

Esses compostos estdo relacionados a marcadores, responsaveis pela produgdo de substancias
com funcgao terapéutica (metabolismo secundario), enquanto o metabolismo primario se liga a
funcdes essenciais da planta (Auricchio et al., 2007). Os metabdlitos secundarios surgem da
interacdo das plantas com o ambiente e podem ser classificados em substincias altamente
activas e selectivas, frequentemente utilizadas isoladamente em moldes semelhantes aos

farmacos sintéticos (Senigalia et al., 2020).

Nesse contexto, torna-se urgente busca por novas substancias de origem natural. Os
compostos bioactivos das plantas apresentam potencial inovador, oferecendo alternativas

sustentaveis frente aos desafios actuais de saude publica (Neves et al., 2017).
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As partes vegetais sdo a verdadeira solugdo na sintese de novos farmacos com isolamento dos
seus compostos bioactivos. Dessa forma, as plantas medicinais representam uma fonte
essencial de bioativos para a aplicagdo farmacologica diante da crescente resisténcia
antimicrobiana. O reconhecimento da OMS refor¢a seu papel estratégico na saude global,
enquanto o estudo quimico e bioldgico permite compreender a base funcional das estruturas

vegetais.

2.1.2. Relevincia da medicina tradicional para Mocambique e Africa Austral

A medicina tradicional desempenha um papel central nos sistemas de saide de Mogambique
e da Africa Austral, sendo frequentemente a primeira forma de cuidado acessivel e
culturalmente legitimada pela populacao rural e periurbana (Bashige et al., 2020; Neves,

2017).

Em contextos de baixa renda e sociedades economicamente desprovidas de suprir aos anseios
de satde, aliado a barreiras geograficas e fragilidades estruturais dos servicos de satde
convencional, o recurso a curandeiros, parteiras tradicionais e terapeutas de base comunitaria
(Praticantes da medicina tradicional) funcionam como estratégia pratica de resolugdo de

problemas imediatos de saude (Ferreira ef al., 2019).

Estas praticas integram saberes locais, crengas espirituais e conhecimento empirico
acumulado ao longo de geracdes, conferindo-lhes elevada aceitagcdo social. Estudos
etnobotanicos em diferentes regides africanas documentam um uso extensivo de plantas
medicinais para tratar infecgdes respiratdrias, gastrointestinais, parasitarias, doengas de pele,

perturbagdes ginecoldgicas e doencas sexualmente transmissiveis (Neves, 2017).

Este padrao ¢ semelhante ao observado em comunidades mogambicanas, onde a fitoterapia ¢
amplamente utilizada para sintomas como febre, dor abdominal, diarreia, lesdes cutaneas e
corrimentos genitais, muitas vezes em paralelo ou antes do recurso a unidades sanitérias
formais. A diversidade floristica regional contribui para a existéncia de um vasto repertorio

de espécies com potencial farmacoldgico ainda pouco explorado em Mogambique.

Na Africa Austral, inquéritos realizados em comunidades rurais da Africa do Sul, Zimbabwe
e Malawi mostram que uma proporg¢ao significativa da populagdo recorre de forma regular a
plantas medicinais para tratar malaria, infec¢des bacterianas comuns e doengas cronicas,

incluindo diabetes e hipertensao (Ferreira ef al., 2019; Bashige et al., 2020).
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Estes estudos salientam sobre a confianga depositada nos terapeutas tradicionais decorre nao
so0 da proximidade geografica, mas também da dimensao relacional e espiritual do cuidado,

frequentemente ausente na biomedicina.

A OMS tem sublinhado a necessidade de integrar a medicina tradicional nos sistemas
nacionais de saude, desde que acompanhada por estratégias de validagdo cientifica,
padronizacdo de preparagdes € monitoria de seguranga. No contexto mogambicano ¢ da
Africa Austral, esta integragdo ¢ particularmente relevante face a elevada carga de doengas
infeciosas, incluindo HIV/SIDA e outras ITS’s, para as quais muitas comunidades continuam

a procurar praticantes da medicina tradicional como primeiro ponto de contacto.

Do ponto de vista de satde publica, a medicina tradicional pode contribuir tanto
positivamente, oferecendo opgdes terapéuticas culturalmente adequadas, como
negativamente, quando praticas inseguras atrasam o acesso a diagnodstico e tratamento

adequados.

A literatura destaca a necessidade de estabelecer ponte entre PMT e servicos de saude, com
vista a referenciagdo oportuna de casos graves e a promog¢ao de mensagens consistentes de
prevengao de enfermidades (Ferreira et al., 2019). Em varios paises da regido tém sido
implementados programas de formagdo basica de terapeutas tradicionais em temas com
reconhecimento de sinais de gravidade e encaminhamento para unidades sanitiria e
Mocambique implementa essas praticas. Estas iniciativas demonstraram potencial para
melhorar o diagnostico precoce de infeccdes sexualmente transmissiveis, sifilis congénita e

complicacdes obstétricas, bem como para reduzir praticas de risco.

Pesquisas conduzidas em comunidades africanas indicam que plantas utilizadas
tradicionalmente para tratar infec¢des, febres prolongadas e corrimentos genitais apresentam,
em muitos casos, actividades antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias in vitro, apoiando

empiricamente parte do conhecimento local (Bashige et al., 2020; Neves et al., 2017).

Autores enfatizam que a variabilidade na identificacdo botanica, na forma de preparacdo e na
dose dificulta a extrapolagdo directa destes resultados para recomendagdes clinicas seguras.
Em sintese, a medicina tradicional em Mogambique e na Africa Austral representa um pilar
estruturante dos cuidados de saude primarios, articulando saber local, biodiversidade e

respostas pragmaticas as limitagdes do sistema formal.
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A literatura aponta para a necessidade de estratégias integradas que reconhegam o valor deste
patrimoénio, promovendo simultaneamente investigagdo clinica avancada, regulagdo de
seguranca ¢ didlogo intersectorial entre PMT, profissionais de satde e decisores politicos

para uso sustentavel.
2.2.Raizes como fontes de metabolitos de interesse farmacologico

As raizes constituem importantes oOrgdos de reserva ¢ de defesa quimica nas plantas,
acumulando frequentemente concentragdes elevadas de metabolitos secundédrios com

relevancia farmacologica (Aguiar et al., 2021).

Em diversas espécies medicinais, compostos como alcaldides, saponinas, cumarinas,
xantonas e acidos gordos de cadeia longa sdo isolados preferencialmente de raizes e rizomas,
refletindo a sua fung@o ecologica na interacdo com microrganismos do solo e herbivoros

subterranecos (Silva, 2015).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies da familia Polygalaceae, por exemplo,
demonstraram que raizes de Polygala spp. sdo ricas em saponinas triterpénicas, xantonas ¢
lignanas, associadas a actividades biologica e foram isolados, a partir de fracgdes de raizes e
partes aéreas, compostos como B-espinasterol, acido palmitico e palmitato de metila (Silva,

2015; Neves et al., 2017).

Raizes de inumeras espécies usadas na medicina tradicional africana sdo empregues para
tratar infecgOes bacterianas e fungicas, distirbios gastrointestinais, dor cronica e doencgas

inflamatorias.

Ensaios in vitro com extractos metanolicos e hidroalcodlicos de raizes de diferentes géneros
revelam frequentemente actividade sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus
spp., além de fungos oportunistas associados a infecgdes cutaneas e mucosas (Fabris, 2018;

Alfaia & Almeida, 2016).

A profundidade do estudo das raizes e a sua exposi¢do continua a microrganismos do solo
favorecem a seleccao de perfis quimicos especificos, por vezes distintos dos observados em
folhas e cascas. Assim, em varias espécies de Fabaceae de interesse etnofarmacologico, as
raizes apresentam proporgoes diferentes de antraquinonas, flavonoides e triterpenos, o que se
reflete em padrdes diferenciados de actividade antimicrobiana e citotéxica, mesmo quando
comparadas a mesma espécie colhida noutra parte da planta (Neves et al., 2017; Erasto &

Majinda, 2012).
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A extraccao de metabdlitos de raizes geralmente recorre a solventes de polaridade variavel,
permitindo o fraccionamento de misturas complexas em classes quimicas mais homogéneas
(Silva, 2015). Desta forma torna-se evidente a diferenciacdo de solventes para melhorar

agregacao das classes quimicas nas amostras vegetais e aprimorar o rendimento da extraccao.

Abordagens combinando fraccionamento, cromatografia, ¢ RMN, t€ém sido utilizadas com
sucesso para elucidar estruturas de acidos gordos, esterdis e saponinas isoladas de raizes de

espécies nativas sul-americanas e africanas (Bandeira et al., 2002).

Virios trabalhos relatam frac¢des das raizes contém compostos com actividade antioxidante
significativa, muitas vezes associada a presencga de fendis e xantonas com multiplos grupos
hidroxilo. Esta capacidade antioxidante ¢ relevante ndo apenas para a prote¢ao da propria
planta, mas também para potenciais aplicagdes em doengas humanas mediadas por stress
oxidactivo, incluindo processos inflamatdrios crénicos e patologias neurodegenerativas. As
raizes também se destacam como fontes de metabdlitos com actividade citotoxica selectiva, o

que abre perspetivas para a descoberta de novos percussores farmacologicos.

Ensaios de triagem com extractos das raizes de diversas espécies tém evidenciado inibigao de
proliferacdo de linhagens celulares tumorais, embora a identificagdo dos principios activos
responsaveis nem sempre esteja concluida, exigindo estudos adicionais de fracionamento e

caracterizacao estrutural (Silva, 2015; Alfaia & Almeida, 2016).

Na perspectiva ecotoxicologica e de seguranca, estudos com raizes e outras partes
subterraneas evidenciam toxicidade relevante em bioensaios, o que alerta para a necessidade
de avaliar cuidadosamente doses, vias de administragdo e potenciais efeitos adversos (Dias et

al.,2017; Fabris, 2018).

A utilizagao tradicional de decocg¢des concentradas de raizes em determinadas comunidades
pode implicar margens terapéuticas diferenciadas, sobretudo quando combinada com outras

plantas com particularidades bioactivas (Casanova & Costa, 2017; Dias et al., 2017).

A valorizacdo de raizes como fontes de metabdlitos de interesse farmacologico deve ser
acompanhada por estratégias de conservacdo e manejo sustentavel, dado que a colheita

destrutiva pode comprometer rapidamente populagdes naturais de espécies (Bezerra, 2009).

Autores que trabalham com recursos genéticos vegetais tém defendido a necessidade de
combinar estudos fitoquimicos com inventarios populacionais, programas de cultivo e

avaliacdo do risco de erosao genética associado a exploragao comercial.
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Urge sustentar que as raizes representam reservatorios estratégicos de metabolitos
secundarios estruturalmente diversos e biologicamente activos, com aplicagdes potenciais
como antimicrobianos, anti-inflamatorios, antioxidantes e citotoxicos. Contexto da medicina
tradicional em Mogambique e na Africa Austral, a investigagdo sistematica destas partes
subterraneas, aliando estudos etnobotanicos, fitoquimicos e farmacologicos, ¢ fundamental
para transformar conhecimento empirico em evidéncia cientifica robusta, orientando usos

mais seguros e eficazes.

Para maximizar beneficios, urge avancar em fracionamentos guiados por bioatividade,
ensaios clinicos e protocolos de cultivo sustentdvel, mitigando riscos toxicos e erosdao de
recursos genéticos, rumo a uma prospec¢do responsavel e integrada aos sistemas de satde

regionais.

2.3.Familia Fabaceae: subfamilia caesalpinioideae

A familia Fabaceae (Leguminosae) destaca-se entre as mais importantes do reino vegetal,
tanto pela riqueza de espécies como pela relevancia ecoldgica, econdmica e farmacologica. E
uma familia de distribuigdo praticamente cosmopolita, presente em diversos biomas tropicais
e subtropicais, e compreende 19325 espécies, 727 géneros, tradicionalmente em subfamilias

Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Neves et al., 2017).

Essa diversidade reflecte-se numa grande variedade de habitos de crescimento (&rvores,
arbustos e herbéceas), formas de folhas e adaptagdes a ambientes secos € humidos, o que
favorece a sua ampla utilizagdo em madeira, alimentacdo, recuperacao de solos e, de forma

particular, na medicina tradicional (Alfaia & Almeida, 2016).

Do ponto de vista fitoquimico, numerosas espécies de Fabaceae tém revelado potencial
promissor € muitos dos quais ja sdo explorados como prototipos ou fontes directas de

farmacos de interesse clinico (Yang ef al., 2021).

No ambito desta pesquisa, destacam-se trés espécies de Fabaceae com importancia
medicinal: C. abbreviata, C. mopane e S. petersiana. Estas espécies ocorrem
predominantemente em zonas de savana e matas secas, em solos geralmente bem drenados,
adaptando-se a condigcdes de estresse hidrico e elevadas temperaturas, caracteristicas

presentes em varias regides de Mocambique (Nyambo ef al., 2023).

16



Para além da sua fungdo ecoldgica, estas plantas assumem papel central nas praticas
etnomedicinais locais, sendo amplamente utilizadas por praticantes da medicina tradicional e
comunidades rurais no tratamento de infec¢des urogenitais e outras patologias. A distribui¢ao
geografica destas espécies, aliada ao facil acesso e ao enraizamento no conhecimento

tradicional, justifica o seu interesse para estudos fitofarmacologicos.

2.3.1. Caracteristicas botanicas dos géneros em estudo
2.3.1.1.Cassia abbreviata

O género Cassia compreende mais de 600 espécies entre arbustos, arvores e ervas,
distribuidas predominantemente em regides tropicais ¢ subtropicais, clima caracteristico de
Mogambique. Diversas espécies deste género assumem grande relevancia etnobotanica e
farmacologica, empregues tradicionalmente para perturbagdes gastrointestinais, doencas

infecciosas, inflamacdes, alteragdes metabolicas, dermatologicas, entre outras condicdes.

As propriedades terapéuticas atribuidas as espécies medicinais de maior interesse estdo
sistematizadas na Tabela 1 abaixo, que apresenta de forma resumida as principais aplicagdes

medicinais evidenciadas, permitindo visualizar o amplo deste género.

Tabela 1 Espécies de Cassia e suas utilidades medicinais

Espécie de Cassia usos medicinais
Cassia abbreviata e ITS’s, malaria, infecgdes bacterianas, doencas gastrointestinais.
Cassia fistula Actua como laxante, reumatismos, tuberculose, calculos renais.
Cassia tora e Cassia Doencas de pele, caspa, constipacdo, tosse, hepatite, febre,
absus hemorroides. Tumores, asma, constipacdes.
Cassia angustifolia e Agentes laxantes, analgésicos e antifingicos para tratar micose €
Cassia occidentalis pele. Anemia, doencas no figado, coceiras, maléria, dores de

barriga, gripe, febres, distarbios hepaticos e do estomago,
diurético e tuberculose.

Cassia alata, Cassia Laxante, febrifuga, micose, herpes, doengas do figado, problemas
auriculata e Cassia gastrointestinais Atividade antioxidante Problemas de pele e
reticulata menstruais, antitérmico, diurético, picada de cobra.

Cassia sieberiana e Ulcera, diarreia, gonorreia, hemorroidas, hanseniase, disenteria.
Cassia sophera Artrite, asma, cancer, diabetes.

Fonte: (Silva, 2021)

Cassia abbreviata (Figura 1), ¢ uma arvore ramificada de médio a grande porte, quase 6-7 m
de altura e tipica de savanas e bosques abertos em regides tropicais. E amplamente distribuida

no sudoeste, leste e sul de Africa, onde integra a flora medicinal de diversos grupos étnicos e
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¢ frequentemente cultivada pelas populacdes para uso tradicional (Silva, 2021). As partes
mais utilizadas incluem cascas do caule, raiz, folhas, e sementes, preparadas sobretudo sob a

forma de decocgdes, maceragdes e pos.

Figura 1 Imagem visual da planta Cassia abbreviata

Fonte: Imagem captada pelo autor

O uso medicinal descrito na literatura abrange o tratamento de dores de cabega, diarreia,
constipacdo, doencas de pele, malaria, pneumonia e infegdes de transmissdo sexual, como
sifilis e gonorreia, sendo estes efeitos atribuidos principalmente a presenca de compostos
fenolicos (flavonodides do tipo flavandis como catequina e epicatequina, cuja unidade
aglicona apresenta formula C;sH14O6, e de antraquinonas, derivados aromaticos
tricarbonilicos estruturalmente relacionados a antraquinona de formula Ci14HsO2 (Erasto &

Majinda, 2012; Yang et al., 2021).

Escassez de estudos fitofarmacolédgicos sistematicos em C. abbreviata, as investigagdes
disponiveis com extractos brutos das sementes indicam a presenca de compostos com
potencial actividade antimicrobiana e antioxidante, compativel com o elevado teor de
polifendis e antraquinonas referido para o género. Para as raizes, estudos semelhantes
demonstraram actividade bioldgica sobre bactérias e fungos sugerindo um amplo espectro de

accdo antimicrobiana (Yang et al., 2021).

Em Botswana e na Africa do Sul, a decoccdo da casca ¢ raiz de C. abbreviata ¢é
tradicionalmente utilizada no tratamento de disenteria, diarreia, dor abdominal intensa e dor
de dente, enquanto na Tanzania as cascas da raiz sdo empregues para candidiase oral e

vaginal, particularmente em pacientes com HIV/SIDA (Erasto & Majinda, 2012).
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Nestes contextos, a preparagdo usual envolve a fervura da casca seca em agua, seguida de
administracao oral ou de uso topico, refletindo um conhecimento empirico transmitido entre
praticantes da medicina tradicional e comunidades locais. Do ponto de vista fitoquimico,
estudos com o extracto de C. abbreviata revelam que flavonoides, antraquinonas e
triterpendides constituem os principais grupos de metabolitos secundarios responsaveis pelas

propriedades medicinais atribuidas a espécie.

A andlise detalhada por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear permitiu o
isolamento e a elucidacdo estrutural de dimeros de flavanois hidroxilados, designados
Cassinidina A e Cassinidina B, cujas unidades basicas de flavanol seguem o motivo estrutural
Cs-C3-Cs tipico dos flavonoides (Erasto & Majinda, 2012). Estes oligdmeros polifenolicos,
pela elevada densidade de grupos hidroxilo fendlicos, sdo fortes candidatos a explicar ao
capacidade antioxidante observada e, em parte, os efeitos antimicrobianos associados a

espécie.
2.3.1.2.Colophospermum mopane

O género Colophospermum ¢ representado principalmente por Colophospermum mopane
(figura 2), uma leguminosa tipica de savanas secas do sul de Africa, Angola, Namibia,
Botswana, Zambia, Zimbabwe, Malawi, Mocambique, onde integra bosques dominantes de

grande importancia ecologica e para os meios de vida locais (Neves et al., 2017).

Em analogia ao que se observa para outros recursos lenhosos utilizados na medicina
tradicional africana, diferentes partes de C. mopane, como cascas, folhas e raizes, sdao
utilizadas empiricamente no tratamento de infec¢des bacterianas, inflamacdes, perturbagdes
gastrointestinais e queixas relacionadas com saude sexual e reprodutiva, inserindo-se num
contexto mais amplo de uso de plantas medicinais descrito em comunidades da Africa

Austral e Central (Bashige et al., 2020; Neves, 2017; Ferreira et al., 2019).

Esta espécie na base do seu uso tradicional merece investigagdo dirigida (Silva, 2015).
Frequentemente associado a vales fluviais quentes e secos com 300-1000 m de altitude e 400-
700 mm de precipitacao anual. Além da relevancia ecologica como fonte de forragem para
fauna silvestre e gado, a arvore fornece madeira dura usada em construgdes rurais, estacaria e

lenha, bem como goma resinosa e a casca rica em taninos empregue em curtumes e fabrico de

cordas (Aguiar et al., 2021).
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No contexto etnomedicinal, diferentes partes de mopane (Chanatsi na regido sul de
Mocambique) sdo utilizadas para tratar uma ampla gama de infeccdes em comunidades
rurais. Decocg¢des da casca sdo tradicionalmente administradas no tratamento infecgdes
sexualmente transmissiveis com evidéncias cientificas contra Treponema pallidum, aplicadas
topicamente em inflamacdes oculares e utilizadas para aliviar disturbios gastrointestinais,
enquanto folhas sdo usadas sobre feridas e problemas de pele para promover cicatrizagao

(Chinsembu et al., 2019).

Estudos fitoquimicos indicam que C. mopane possui um “pool” de metabolitos secundarios
como flavonodides, saponinas, triterpenos e estudo de citotoxicidade significativa contra

linhagens de cancro da mama humano, o que reforca o potencial farmacoldgico da espécie
(Chapaval et al., 2018).

Ensaios in vitro demonstraram inibi¢do de estirpes patogénicas, incluindo Pseudomonas spp.
e outras bactérias oportunistas. Estes dados, embora ainda incipientes, sustentam o interesse
em aprofundar o estudo fitoquimico e farmacologico de C. mopane como espécie chave da

flora medicinal da Africa Austral. Abaixo estdo representadas as folhas de C. mopane.

Figura 2 Imagem visual da planta Colophospermum mopane

Fonte: Imagem captada pelo autor

Investigacdo aprofundada desta espécie contribui para a valoriza¢do da biodiversidade local
em contextos de saude publica e biotecnologia vegetal, respeitando os saberes tradicionais

para desenvolvimento de produtos sustentaveis.
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2.3.1.3.8enna petersiana

O género Senna, ocorre na vegetacdo sob forma de arvores e arbustos, compreendendo 300
espécies, com distribui¢do geografica comummente encontradas em Mocambique, Gana e
Madagascar, Africa do Sul, Zimbabwe, bem como na Australia e em diferentes regides dos

continentes americano e asiatico (Neves et al., 2017).

Historicamente, o género Senna foi incluido em Cassia, porém, com o avango dos estudos
taxonoémicos e filogenéticos, ambos passaram a ser reconhecidos como géneros distintos,

refletindo diferengas morfoldgicas e quimicas relevantes.

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, sdo atribuidas a Senna diversas aplicagdes medicinais,

destacando-se o uso como antifiingicos e antibacterianos e antivirais (Yang et al., 2021).

Entre os géneros de Fabaceae com maior relevancia farmacéutica, Senna se destaca como
importante fonte de principios bioactivos, apresentando actividades antioxidante, anti
tumoral, antiviral, antibacteriana, antifingica e anti-inflamatéria descritas em diferentes
estudos. A composicdo fitoquimica do género ¢ marcada, sobretudo, pela presenca de
antraquinonas ¢ seus derivados, cremonas, alcaldides, esterdides, saponinas e diversos

flavonoides, sustentando o amplo espectro de ac¢do (Neves et al., 2017).

A espécie S. petersiana (Figura 3), estudos realizados na Africa do Sul demonstraram que as
fraccdes hexanica, diclorometano e aquosa obtidas das folhas apresentaram capacidade de
inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans,

corroborando potencial antimicrobiano atribuido a esta espécie (Yang ef al., 2021).

Figura 3 Imagem visual da planta Senna petersiana

Fonte: Imagem captada pelo autor
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Para além de S. petersiana, existem diversos outros estudos que descrevem as propriedades
fitofarmacoldgicas de diferentes espécies do género Semna, os quais se encontram

sintetizados na Tabela 2.

Tabela 2 Perfil fitoquimico do género de Senna

Espécie vegetal  Parte usada Actividade Perfil fitoquimico
antimicrobiana

Senna alata folhas e E. coli, C. albicans Antraquinonas, Flavonoides,
flores glicosideos

Senna folhas e E. coli Diterpenos glicosilados,

auriculata flores Flavonoides

Senna italica folha e raiz G. vaginalis, E. coli Flavonoides, Terpenoides,

alcaloides.

Senna Folhas S. aureus, C. albicans Flavonoides

macranthera

Senna reticulata  folhas e S. aureus Flavonodides, Esterdides
cascas

Senna Sementes e S. aureus; E. Coli; C. Flavonoides

petersiana folhas albicans

Fonte: (Neves et al., 2017; Yang et al., 2021)

Género Senna demonstra um perfil fitoquimico consistente rico em flavonoides,
antraquinonas, terpenodides e glicosideos predominantemente em folhas, flores e raizes,
conferindo ampla actividade antimicrobiana conforme sintetizado na tabela acima. Esses
dados reforgam o potencial etnofarmacologico do género para infecgdes comuns, justificando
prospeccdes integradas que correlacionem composi¢cdo quimica com eficacia clinica e

seguranga em contextos tradicionais africanos.
2.3.2. Importancia farmacolégica e fitoquimica da Fabaceae

A familia Fabaceae destaca-se ndo apenas pela sua expressiva diversidade botanica, mas
também pela elevada relevancia farmacologica, constituindo uma das principais fontes de
metabolitos secundarios bioactivos utilizados ou modelos na sintese de farmacos (Alfaia &

Almeida, 2016).

Diversas espécies desta familia tém demonstrado actividades antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antiparasitaria, antidiabética e citotoxica, frequentemente associadas a
flavonoides, taninos, acidos fenolicos, terpendides como mono, sesqui € triterpenos,

saponinas, alcaldides e antraquinonas (Lian ef al., 2024; Kayode et al., 2025).
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Estudos com extractos de plantas medicinais demonstram que teores elevados de fendis
totais, flavonoides associar-se-4 forte DPPH, elevado poder redutor (FRAP) e, em muitos

casos, actividade antimicrobiana (Bashige et al., 2020).

Taninos condensados e hidrolisaveis também tém sido implicados na inibi¢cao do crescimento
microbiano por interacdo com proteinas de superficie, enzimas e estruturas de parede celular,
podendo contribuir para o controlo de microorganismos envolvidos em infec¢des urogenitais

e sexualmente transmissiveis.

Outras classes quimicas de grande interesse farmacoldgico em Fabaceae sdo as saponinas ¢
os triterpenos, que apresentam propriedades membranoliticas e capacidade de modular
respostas inflamatdérias e imunoldgicas, além de exibirem efeitos antiparasitarios e

antifungicos (Quirino et al., 2019).

No contexto especifico deste estudo, a importancia farmacoldgica de Cassia abbreviata,
Colophospermum mopane e Senna petersiana relaciona-se directamente na etnomedicina de
transmissdo sexual, e com a plausibilidade fitoquimica de conterem compostos com

actividade antimicrobiana e antioxidante relevante.

Trabalhos em plantas medicinais africanas, incluindo espécies de Fabaceae, mostram que
extractos hidroalcoodlicos de partes aéreas, cascas ou raizes podem apresentar
simultaneamente elevada capacidade antioxidante e bacteriana e, em alguns casos, potencial

antidiabético (Aguiar et al., 2021).

Estudos reforcam sobre extractos das trés espécies possam reunir perfis fitoquimicos
complexos, nos quais a combinacdo de diferentes classes de metabolitos secundarios
contribui, de forma sinérgica ou complementar, para a actividade antimicrobiana, a actividade
antioxidante e a avaliacdo de citotoxicidade fornecerdo elementos essenciais para estimar o

seu potencial de aplicagdo terap€utica segura.

2.3.3. Lacunas cientificas na investigacio da familia Fabaceae

a) Diversidade pouco explorada

Apesar da familia Fabaceae ser uma das mais diversas e amplamente utilizadas em sistemas
médicos tradicionais em contextos africanos, apenas uma frac¢do das espécies foi submetida

a estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sistemadticos, com identificacio de metabolitos
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secundarios e avaliacdo de bioatividades em modelos padronizados (Rosa et al., 2021;

Chinsembu et al., 2019).

A literatura em bioprospec¢do demonstra forte concentragdo em alguns géneros “cldssicos”,
como Acdacia/Senegalia, Peltophorum, Cassia/Senna, enquanto numerosas espécies arboreas
e arbustivas de ecossistemas secos permanecem sem caracterizagdo quimica detalhada nem

ensaios dirigidos a alvos clinicos prioritarios (Ahmad et al., 2016; Amoussa et al., 2020).

Essa assimetria ¢ particularmente evidente em espécies lenhosas de savanas africanas, usadas
intensamente para o tratamento de infe¢des, inflamacgdo, malaria, tuberculose e distirbios
metabolicos, mas ainda pouco representadas em bancos de dados de metabolitos e em

pipelines de descoberta de farmacos (Chinsembu et al., 2019).

b) Da triagem dos extractos ao nivel molecular

A maior parte dos estudos com Fabaceae permanece limitada a ensaios in vitro com extractos
brutos ou fracgdes pouco definidas, avaliando actividades antioxidante, antimicrobiana ou
anti-inflamatoria sem prosseguir, de forma sistematica para outros ensaios sobre metabolitos

activos (Silva, 2019; Cragg & Newman, 2013).

Mesmo quando compostos sdo isolados como o flavondides (astragalina) e tritérpenos
(lupanicos) em Acacia polyphylla ainda sdao raros os trabalhos que correlacionam
quantitativamente teor tecidual, perfil metabolomico e poténcia bioldgica em modelos

celulares ou in vitro/in vivo relevantes (Silva, 2023; Cesarino, 2019).

Além disso, sdo escassas abordagens metabolomicas comparativas e estratégias de
desreplicagdo especificas para Fabaceae, em contraste com o que ja se observa em outras
familias, o que retarda identificagdo de marcadores quimicos e favorece a redescoberta de
metabolitos ou novas classes quimicas (Cesarino, 2019; Silva, 2019). Os estudos fitoquimicos
em Fabaceae revelam uma lacuna critica entre triagens in vitro e a auséncia de avangos
sistemdticos em isolamento estrutural, correlagcdes quantitativas com perfis metabolomicos e

validagdes em modelos mais complexos bem como a desreplicagdo especifica
¢) Limitacoes em modelos farmacologicos e translacionais

O panorama experimental para Fabaceae ¢ dominado por bioensaios simplificados como in

vitro, como métodos de sequestro de radicais (DPPH), ensaios redox (FRAP) e testes
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antimicrobianos por difusdo em agar ou microdiluicao, com poucas transigoes para modelos
in vivo, estudos mecanisticos e investigacdo farmacocinética (Silva, 2019). Estudos
relativamente avangados, como aqueles que avaliam a inibicdo de PGE: por fracg¢des e
flavonoides de A. polyphylla em sangue humano, ainda deixam lacunas na conexdo entre
alvos moleculares (COX-2, LOX, NF-kB), modulacdo de mediadores inflamatérios e

desfechos clinicos simulados (Silva, 2023).

Adicionalmente, o potencial sinergismo ou antagonismo entre compostos de uma mesma
espécie, ou entre espécies combinadas em formulagdes tradicionais, é pouco investigado,
estudos de checkerboard e célculo de FICI, como os aplicados a combinacao de extractos
vegetais e propolis, ainda sdo raros e muitas vezes apontam auséncia de interacdo sem uma

analise mecanistica aprofundada (Bona et al., 2014; Silva 2021).

A subexploracdo de interagdes sinérgicas entre metabolitos e formulagdes tradicionais reforca
a necessidade de estudos combinatérios avangados e modulagdes variadas para desvendar

potenciais terapéuticos holisticos e optimizados.
2.4.Seguranca, toxicologia e padronizaciao dos extractos vegetais

Embora existam dados de toxicidade aguda ou subcronica para algumas espécies de
Fabaceae, a maioria dos estudos ndo inclui avaliagdo sistemdtica de seguranca, como
genotoxicidade, toxicidade de o6rgdo-alvo ou interagdes farmaco-planta, o que contrasta com

o uso prolongado destes extractos em fitoterapicos tradicionais (Nghonjuyi et al., 2016).

Além disso, investigagdes sobre variacdo sazonal, ontogenética e geografica na composi¢ao
de fendlicos, flavondides e terpendides em Fabaceae ainda sdo pontuais, dificultando a
defini¢do de especificacdes de qualidade, marcadores quimicos de doseamento e protocolos
de cultivo/colheita que garantam reprodutibilidade farmacoldgica. Essas lacunas
comprometem a translacdo de extractos de Fabaceae para fitomedicamentos padronizados

com eficacia e seguranga baseadas em evidéncias pré-clinicas robustas.
2.4.1. Integracio etnobotanica, ecolégica, conservacao das plantas medicinais

Levantamentos etnobotanicos em contextos de elevada carga de doengas e/ou em infecgdes
oportunistas associadas ao HIV/SIDA em Lusaka, mostram que Fabaceae ¢ uma das familias

mais frequentemente (Chinsembu ef al., 2019).
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Contudo, esses dados de uso tradicional raramente sdo integrados a informacgdes ecoldgicas
(distribui¢do geografica, estado de conservagdo, impacto da extrac¢ao de raizes e cascas) € a
estratégias de conservagdo, apesar do risco de sobre-exploragdo de espécies multiuso muito

demandadas em contextos urbanos e rurais (Magwede et al., 2018; Catarino et al., 2019).

Persiste, portanto, necessidades mais sistémicas que articulem bioprospeccdo em Fabaceae
com conservacao da biodiversidade, gestdo sustentavel dos recursos lenhosos e salvaguarda

do conhecimento tradicional associado as comunidades que mantém esse uso.
2.5.Compostos bioativos de interesse antimicrobiano

A analise fitoquimica visa conhecer e avaliar os constituintes quimicos presentes nas espécies
vegetais, permitindo-nos compreender melhor o potencial terapéutico e os possiveis riscos
associados ao seu uso. Sob ponto de vista técnico, as espécies vegetais passam por um
processo quimico sistematico de triagem, na identificacdo e quantificacdo de seus marcadores

farmacologicamente bioldgicos (Silva et al., 2017).

J4

Esse mapeamento quimico inicial ¢ essencial ndo apenas para explicar os efeitos
farmacologicos observados empiricamente, mas também para direcionar os contornos
fitoterapicos, porque conhecer perfil quimico de uma planta € o primeiro passo para garantir a
padronizagdo de extratos, controlar a qualidade e evitar variagcdes indesejaveis casos 0s

resultados sejam comprovados para ensaios clinicos e uso farmacologico.

Existem varios factores que, de certa forma, contribuem para a qualidade e a quantidade dos
compostos quimicos nas espécies vegetais e todos eles impactando na actividade da espécie.
Entre esses factores, destacam-se o clima, o solo, a altitude, o estado da planta, métodos de

secagem e armazenamento pds-colheita (Bezerra, 2009).

A técnica de extragdo utilizada € um factor critico, solventes e condi¢cdes podem favorecer a
em concentragdes variadas. Por isso, ao realizar a andlise fitoquimica das espécies vegetais, €
sempre importante ter em mente todos esses aspectos, buscando padronizagdo e rigor
cientifico. SO assim conseguimos garantir que os resultados obtidos tenham o indice de

confianca aceitavel e uteis para a formulacao de produtos fitoterapicos de qualidade.

Para que se possa fazer o uso seguro e eficaz de um extracto vegetal, ¢ necessario seguir uma

sequéncia definida de etapas fundamentada em métodos cientificamente validados, desde a

26



identificacao botanica, extraccdo dos seus constituintes fitoquimicos, técnicas apropriadas de

modo a preservar a integridade dos compostos bioactivos.

A sua validacdo advém métodos qualitativos e quantitativos, para isolar e caracterizar os
compostos bioactivos por técnicas avangadas, como cromatografia e espectroscopia. Por fim
os extractos ou compostos isolados passam por testes de actividade antimicrobiana,
actividades farmacologicas a avaliacdao toxicologica a fim de identificar riscos e limites de

segurancga dos fitoterapicos (Rozatto, 2012).

Apbs esse processo surge a avaliacdo clinica, muito mais do que um simples teste de eficécia,
visto que ela fornece informagdes detalhadas sobre farmacocinética (como o corpo absorve,
distribui, metaboliza e excreta o composto bioativo), biodisponibilidade (a fracgao realmente
activa no organismo), seguran¢a (incluindo a identificacao de efeitos adversos potenciais) e
interagoes medicamentosas com outros farmacos ou alimentos (Bandeira et al., 2002);

(Bezerra, 2009; Bashige et al., 2020).

Essas informagdes sdo fundamentais para orientar a prescri¢do segura, estabelecer doses
adequadas e prevenir reac¢des adversas e efeitos colaterais. Em ultima analise, a avaliagdo
clinica transforma o conhecimento tradicional e empirico sobre plantas medicinais em
intervengoes terapéuticas baseadas em evidéncias, fortalecendo a confianga da sociedade e da

comunidade médica no uso de fitoterapicos.

2.5.1. Classes quimicas de metabdlitos secundarios

a) Alcaloides

Constituem classes de compostos nitrogenados, geralmente de caracter basico, cuja estrutura
inclui um ou mais atomos de nitrogénio inseridos em anéis heterociclicos derivados de
aminoacidos precursores. S@o responsaveis, em muitas espécies, pelo sabor amargo
caracteristico e actuam como importantes moléculas de defesa contra herbivoros e
microrganismos, além de apresentarem actividades farmacoldgicas marcantes, como efeitos
analgésicos, antitumorais, antiparasitarios, cardiovasculares e sobre o sistema nervoso central

(Silva, 2015).
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b) Flavonéides
Sao polifendis distribuidos, caracterizados pelo esqueleto C¢-C3-Cs. Pode correr na forma
livre e desempenham fungdes ecologicas como pigmentos, agentes de defesa e reguladores de

crescimento, além de mostrarem diversos efeitos bioldgicos (Dias et al., 2017).

¢) Taninos
Taninos correspondem a polifendis de alta massa molar, tradicionalmente classificados em
taninos hidrolisdveis e taninos condensados, constituidos por oligdmeros ou polimeros de
unidades de flavan-3-ol. A sua alta capacidade de formar complexos estaveis com proteinas,
polissacaridos, metais justifica propriedades como adstringéncia, efeito anti nutricional em
certas doses e, a0 mesmo tempo, actividades antioxidante, antimicrobiana e antidiarreica

amplamente descritas para espécies medicinais ricas nesses compostos (Dias et al., 2017).

d) Saponinas
As saponinas sdo glicosideas que apresentam uma aglicona (sapogenina) de natureza
esteroidal ou triterpenoidica ligada a um ou mais agucares, conferindo caracter anfifilico e
propriedade espumante. A organizagdo estrutural estd associada a interagdo com membranas
bioldgicas, justificando efeitos hemoliticos em algumas concentragdes, bem como actividades

imunomoduladora, antifingica, anti-inflamatdria, hipocolesterolémica Silva, 2015).

e) Antraquinonas
Antraquinonas sdo derivados policiclicos aromaticos baseados no nucleo antracénico
substituido por dois grupos carbonilo, podendo ocorrer na forma livre ou como glicosideos
em varias familias, incluindo Fabaceae, em géneros como Cassia e Senna. Estas substancias
apresentam propriedades farmacoldgicas relevantes, destacando-se os efeitos laxante,
antimicrobiano, citotoxico e, em alguns casos, fotossensibilizante, o que explica o seu uso

tradicional e o interesse em aplicacdes terapéuticas controladas (Lobo et al., 2024).

f) Outros metabdlitos bioactivos

Para além das classes anteriores, diversas plantas medicinais contém outras com relevancia
farmacologica como terpenos e esteroides (por exemplo, -espinasterol), acidos gordos e seus
¢steres, cumarinas, xantonas e lignanas. Esses compostos apresentam actividades anti-

inflamatoria, analgésica, hipocolesterolémica, antioxidante, antiviral, neuroproctetora e anti
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tumoral, contribuindo de forma sinérgica para o perfil farmacologico dos extractos vegetais e

motivando o avango da etnobotanica (Silva, 2015).

2.6.Mecanismos de ac¢cao antimicrobiana dos compostos bioactivos

Os metabolitos secundarios presentes em Cassia abbreviata, Colophospermum mopane €
Senna petersiana exercem ac¢ao antimicrobiana por multiplos mecanismos que, muitas
vezes, actuam de forma simultdnea sobre diferentes alvos celulares (Arruda et al., 2010). A
compreensdo destes mecanismos ¢ fundamental para relacionar a composi¢ao quimica das
espécies ao seu uso tradicional. Compostos fenodlicos podem formar complexos estaveis
levando a desnaturacdo enzimdtica e a perda de integridade de estruturas superficiais

microbianas (Bona et al., 2019).

Esta interacdo acima descrita resulta em aumento da permeabilidade da membrana, fuga de
constituintes intracelulares e, em concentracdes mais elevadas, lise celular. Em paralelo,
fenois podem quelar ioes metdlicos essenciais, alterar o balango redox e interferir com
sistemas enzimaticos dependentes de metais, contribuindo para o efeito antimicrobiano

observado (Lobo et al., 2024).

Estudos fitoquimicos mostram que estes compostos (marcadores quimicos) podem interagir
com a bicamada lipidica, alterando a fluidez e a permeabilidade da membrana, inibi¢dao
enzimatica, interferir com sistemas de transporte de electrdes e produgdo de energia. Além
disso, o caracter antioxidante de flavonoides permite modular o stress oxidativo, podendo
tanto proteger tecidos do hospedeiro como, em determinadas condi¢des, potenciar danos

oxidativos em microrganismos.

Saponinas de origem esteroidal ou triterpenoidica, também identificadas em leguminosas,
exercem acc¢ao sobre microrganismos principalmente através da interacdo com esterois da
membrana, formando complexos que levam a desorganizacdo da bicamada e a formagdo de
poros (Arruda et al., 2010). Esta accdo detergente provoca aumento marcado da

permeabilidade, libertacdo de ides e metabolitos essenciais e, em muitos casos, morte celular.

A capacidade das saponinas de potenciar a entrada de outros compostos bioactivos explica,
em parte, efeitos sinérgicos observados quando combinadas com outros metabolitos vegetais
ou com antimicrobianos convencionais (Dalmagro et al., 2022). Para além do conhecido
efeito laxante mediado pela irritagdo da mucosa intestinal e aumento da motilidade do c6lon,

varios derivados antraquinénicos exibem actividade antibacteriana e antifingica, associada a
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capacidade de interagir com DNA, interferir com isomerases € promover a actividade

antioxidante (Erasto & Majinda, 2012; Neves et al., 2017).

Esterdides e triterpenos participam da ac¢do antimicrobiana por interagcdes com a membrana
plasmatica e modulagdo de vias de sinalizagdo celular em patéogenos (Bandeira et al., 2002;
Silva, 2015). Em conjunto, estes varios mecanismos tornam os extractos das espécies em

estudo agentes antimicrobianos complexos, capazes de actuar sobre multiplos alvos.
2.7.Relac¢ao dos extractos com resisténcia antimicrobiana

O aumento da resisténcia antimicrobiana tem sido desafiante, motivando procura de novas
fontes de moléculas activas e de moduladores capazes de responderem os desafios globais de
saude. Nesta perspectiva, extractos e metabolitos de plantas medicinais, como os obtidos de
Cassia abbreviata, Colophospermum mopane ¢ Senna petersiana, podem contribuir tanto
com novas entidades quimicas antimicrobianas como com compostos capazes de potenciar a

actividade de antibioticos existentes (Casanova & Costa, 2017; Aguiar et al., 2021).

Uma caracteristica relevante dos metabdlitos de origem vegetal ¢ a capacidade de actuar
sobre multiplos alvos celulares, em contraste com muitos antibioticos classicos que possuem
mecanismos de accdo mais especificos. Este multialvo pode dificultar o aparecimento de
mutagdes Unicas que confiram resisténcia completa, além de permitir que compostos activos

interfiram com mecanismos de resisténcia estabelecidos (Arruda et al., 2010).

Estudos com extractos vegetais relatam que polifendis e saponinas podem afectar a
integridade e a fluidez da membrana de bactérias e fungos, modificando o acesso de

antibidticos na membrana e parece celular (Ferreira et al., 2019)

Ao aumentar a permeabilidade da membrana celular, estes compostos podem reduzir a
concentracdo minima inibitoria de antibioticos administrados em associacao, produzindo um
efeito sinérgico, fendmeno também descrito para combinagdes de extratos de plantas como
Eugenia uniflora com outros agentes antimicrobianos. Outro ponto de conexdo entre plantas
medicinais e resisténcia antimicrobiana ¢ a capacidade de metabolitos de interferir com a
formacdo e manuten¢do de biofilmes, estruturas que conferem elevada tolerdncia a

antimicrobianos (Casanova & Costa, 2017).
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Neste contexto, o estudo aprofundado dos mecanismos de acgdo dos metabdlitos presentes
em Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana nao se limita a
validagdo do uso tradicional, mas oferece perspectivas para o desenvolvimento de estratégias

combinadas de tratamento (Neves et al., 2017).

Extractos padronizadas das espécies podem vir a ser explorados como adjuvantes
terapéuticos, associados a antibioticos convencionais, com o objectivo de melhorar a resposta

clinica, reduzir doses necessarias e retardar a emergéncia de resisténcia antimicrobiana.
2.8.Métodos de extraccao e particao dos extractos brutos

A escolha adequada do método de extracdo e fracionamento ¢ determinante para a obtengao
de extractos brutos com composi¢do quimica reprodutivel e actividade biologica consistente,
especialmente quando o objectivo é o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas,

cosméticas ou alimenticias a partir de produtos naturais (Aguiar et al., 2021).

Estudos evidenciam que a combinacdo entre o tipo de solvente, a técnica de extrac¢do e
etapas subsequentes de fracionamento impacta directamente o rendimento em compostos, a
expressdo de actividades antioxidante e antimicrobiana, bem como os perfis de toxicidade em

ensaios.

Nessa perspectiva, a macera¢dao, decocgdo, Soxhlet entre outros aliados ao fraccionamento
com solventes de polaridades distintas continuam a ser amplamente utilizados em estudos de
bioprospeccdo e padronizacdo de extractos vegetais e alimentos funcionais gerando
resultados de maior impacto. A integracdo de técnicas classicas emerge como abordagem

prioritaria para elevar a bioprospeccao vegetal a padroes industriais vidveis e sustentaveis.
2.8.1. Extrac¢io por maceracio

A maceracao ¢ um método solido-liquido baseado no equilibrio de difusdo entre o material
vegetal finamente pulverizado e o solvente extractor, mantidos em contato por determinado
periodo que varia de 2-10 dias, com ou sem agita¢do e geralmente a temperatura ambiente ou
moderada (Assis, 2015). A maceracdo apresenta simplicidade operacional, baixo custo,
possibilidade de utilizagcdo de solventes considerados “verdes”, como misturas
hidroalcoodlicas e maior preservagdo de compostos termolédbeis, uma vez que o processo pode

ser conduzido sem aquecimento intenso.
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Contudo, limitagdes importantes incluem tempos de extrac¢do mais prolongados, menor
eficiéncia para matrizes muito lignificadas ou com baixa permeabilidade ao solvente, além de
menor selectividade, o que exige etapas subsequentes de purificagcdo e fracionamento para

concentrar classes especificas de metabolitos.
2.8.2. Extraccio Soxhlet

A extrac¢do, constitui um método classico que associa aquecimento e refluxo continuo do
solvente, permitindo a passagem repetida do solvente quente e limpo sobre a matriz vegetal,
até a exaustdo da fracgdo soluvel (Chapaval et al., 2018). E a técnica considerada eficiente
para a extra¢ao de constituintes pouco polares. Esse mecanismo confere alta eficiéncia de
extrac¢ao, uma vez que o solvente saturado € sistematicamente substituido por solvente
fresco por meio dos ciclos de sifonagem entre concentracdo e difusdo (aumento e

favorecimento) dos solutos para a fase liquida (Silva, 2021).

Apesar da reconhecida eficiéncia, o emprego de Soxhlet implica exposi¢do prolongada do
material vegetal a temperaturas mais elevadas, o que pode promover a degradacdo de
compostos termolabeis, como certas antocianinas, glicosideos, flavanois e polissacarideos
sulfatados, além de demandar maior consumo de solventes e energia Dessa forma, o método ¢é
mais indicado para matrizes secas e relativamente estaveis ao calor, em especial quando o
foco sdo fraccdes lipofilicas que servirdo como ponto de partida para fracionamentos
cromatograficos ou formulagdes contendo 6leos e ceras, ao passo que, para compostos mais
sensiveis, a maceragdo a frio ou técnicas assistidas (ultrassom, micro-ondas) tendem a ser

mais favoravel.
2.8.3. Capacidade dos solventes e particiao dos extractos brutos vegetais

A selectividade de um processo extractivo estd intimamente relacionada a polaridade do
solvente usado, que determina quais classes de metabolitos serdo preferencialmente
solubilizadas. Solventes de baixa polaridade como n-hexano extraem predominantemente
lipidios, ceras e terpenos apolares, enquanto solventes intermedidrios, como acetato de etila,
tendem a concentrar flavondides menos polares e outros fenodlicos de média polaridade,

deixando polissacarideos e sais na fase aquosa (Matotoka et al., 2023).

Além da etapa de extraccao, a escolha do solvente de diluicdo dos extractos ¢ critica em

ensaios antimicrobianos, pois solventes residuais podem interferir no crescimento
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microbiano. Chapaval et al. (2018) determinaram a CIM de diferentes demonstrando que
misturas hidroalcodlicas acima de certos limiares influenciar resultados do crescimento
bacteriano, enquanto DMSO e surfactantes como Tween 80% podem ser melhor opgao
quando controlados. Portanto, a definicdo da polaridade e concentragdes de solventes ao
longo de todo o fluxo de trabalho ¢ fundamental para garantir tanto a selectividade quimica

quanto a validade biologica dos resultados obtidos.

A Particao liquido-liquido de extractos brutos, utilizando solventes imisciveis de polaridades
crescentes, constitui etapa central na purificacdo de extractos vegetais, permitindo concentrar
classes especificas de compostos em diferentes fraccdes (Rodrigues et al., 2016). Distribui¢ao
quimicas segundo a polaridade dos solventes para constituintes apolares, moderadamente
apolares, média polaridade e polares de forma sequenciada constitui, assim, um passo
estratégico na transicdo do extracto bruto para fraccdes mais definidas, com impacto directo
na interpretacdo dos resultados bioldogicos e na padronizacdo de extractos

farmacotecnicamente vidveis. (Lian et al., 2024).

2.8.4. Importincia da padronizagio dos extractos

A padronizacdo de extractos vegetais abrange o controle rigoroso de pardmetros como
espécie e parte vegetal utilizadas, condi¢cdes de colheita e secagem, granulometria do
material, método e condi¢des de extracdo (tempo, temperatura, razdo sélido-solvente, tipo e
pureza do solvente), bem como o estabelecimento de marcadores quimicos e padrdes
minimas de teor para classes de metabolitos relevantes e garantir reprodutividade seguras e

eficazes (Gondim, 2023).

Estudos voltados ao desenvolvimento de cosméticos como realizado por Costa ef al. (2023), a
padronizagdo foi considerada ainda mais critica, pois a eficicia e a seguranca das
formulacdes dependem de extractos com composicdo quimica consistente entre lotes.
Chapaval et al. (2018), sustenta que escolha e a concentracao de solventes usados na dilui¢ao
dos extractos para ensaios microbioldgicos devem ser padronizadas, sob pena de atribuir
erroneamente aos extractos vegetais efeitos inibitorios que, na realidade, decorrem do préprio
solvente. Assim, a padronizacdo de extractos e de todas as etapas do fluxo experimental
constitui requisito indispensavel para a correlagdo confidvel para a transposicdo dos

resultados laboratoriais para a pratica clinica e industrial.
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2.9.Métodos de caracterizacao dos extractos vegetais

Os métodos de caracterizagdo avaliam propriedades fisico-quimicas e composi¢ao molecular
garantindo reprodutibilidade e padronizacdo em estudos fitoquimicos. Estes procedimentos
distinguem-se de andlises preliminares de triagem, focando quantificagdo precisa e
identificacdo estrutural, sem sobreposicdo com secc¢des de extraccdo ou bioactividade (Lyrio
et al., 2021). Estabelecem a base para reprodutibilidade e padronizagdo rigorosas em
bioprospeccdo, diferenciando-se das triagens preliminares por priorizarem quantificagdes
precisas e elucidacdes estruturais. Sua aplicacdo sistematica leva a melhores objectivos de

padronizagao.
2.9.1. Ensaios fisico-quimicos

O pH mede acidez ou basicidade dos extractos, influenciando na estabilidade e solubilidade
de metabolitos. Solidos totais quantificam massa seca residual apos evaporagdo, reflectindo
concentracdo de compostos activos. Rendimento calcula percentagem de extracto obtido por
massa vegetal inicial, optimizando condi¢des extractivas (Aratjo ef al., 2025). Nesta senda,
pH, soélidos totais e rendimento funcionam como parametros fisico-quimicos essenciais para
caracterizar extractos vegetais, garantindo para além da estabilidade, na concentracdo e
eficiéncia extractiva de compostos bioactivos. Sua determinagdo sistematica orienta
optimizagdes processuais, assegurando reprodutibilidade e escalabilidade para aplicacdes

industriais em bioprospec¢do vegetal.
2.9.2. Cromatografia

A cromatografia ¢ uma técnica analitica de separacdo baseada na interacdo diferencial dos
compostos entre uma fase movel e uma fase estaciondria, frequentemente envolvendo
fenomenos de adsor¢do. Essa caracteristica permite a separagdo de componentes de uma
mistura de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, como polaridade e volatilidade.
Trata-se de um método amplamente utilizado para o rastreio qualitativo rapido (screening),
possibilitando a detecdo e a identificacdo preliminar de multiplos constituintes em matrizes

complexas.

Em particular, ¢ altamente eficaz na andlise de extractos vegetais, sendo adequada para a
identificacdo de compostos volateis e de baixa polaridade, devido a sua elevada sensibilidade

e capacidade de resolugdo (Borges et al., 2021). A CCD, HPLC e GC-MS formam um trio
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complementar para caracterizacao fitoquimica, desde screening qualitativo até resolugdes
quantitativas complexas. Sua integracdo estratégica assegura identificagdo estrutural
abrangente e padronizacdo de extractos vegetais, acelerando a validacdo de potenciais

bioativos para aplicagdes terapéuticas confiaveis.
2.9.3. Espectroscopia

Espectroscopia UV-Vis detecta cromoforos conjugados em fenois e alcaldides por absorgao
electronica. Infravermelho por transformacdo de Fourier (FTIR) revela vibragdes
moleculares, confirmando grupos hidroxilas e carbonilas. Ressonancia magnética nuclear
(RMN) elucida estruturas atomicas completas e esta técnica ¢ essencial para caracterizagao
precisa de metabdlitos isolados (Borges ef al., 2021). UV-Vis, FTIR e RMN complementam-
se na caracterizagdo molecular de extractos vegetais. Sua aplicagdo sequencial garante
identificacdo precisa e padronizacdo robusta, elevando estudos fitoquimicos de screening

exploratorio a validagdes estruturais definitivas para bioprospeccao aplicada.
2.10. Actividade antioxidante

A actividade antioxidante neutraliza espécies reactivas de oxigénio, distinta de secgdes
antimicrobianas ou citotoxicas, centrando mecanismos redutores em extractos vegetais.
Plantas com actividade oxidante sdo consideradas como promissoras para o controlo de stress

oxidactivo ou fenomeno conhecido por oxidacdo bioldgica (Sayed et al., 2015).

Estresse oxidativo surge do desequilibrio entre pro-oxidantes e defesas celulares, danificando
lipidos, proteinas e DNA. Radicais livres, como superoxido e hidroxilo, geram-se no
metabolismo mitocondrial de oxigénio. Em plantas medicinais, extractos contrabalangam este

processo em sistema bioldgico (Belitibo et al., 2025; Nzila et al., 2022).

Seu potencial terapéutico contra patologias associadas ao desequilibrio redox posiciona
plantas medicinais como aliados promissores para preven¢do e controle oxidativo em

aplicacdes clinicas sustentaveis.
2.10.1. Métodos de avaliacdo do poder antioxidante

DPPH avalia sequestro de radicais estaveis por descoloracdo espectrofotométrica UV-Vis a
517 nm, onde o radical violeta reduz-se para amarelo-palida pela doagdo de electrdes ou

hidrogénio dos antioxidantes, expressando-se como percentagem de inibi¢do ou IC50. ABTS
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quantifica capacidade redutora de catido radical, aplicavel a compostos hidrossoluveis e
lipofilicos. FRAP mede redu¢ao de complexo férrico a ferroso, reflectindo poder redutor total

neste processo (Ayoka et al., 2022; Braca et al., 2018).

Extractos vegetais ricos em potencial antioxidante validam o uso etnobotanico de plantas
contra inflamagdes cronicas. E método simples, rapido, sensivel, amplamente aplicado em

analises de extratos vegetais para quantificar seu potencial antioxidante (Nozo et al., 2023).

. . e g e o~ A ontr —A X
Matematicamente determina-se o percentual de inibi¢io em (%IC = =l —extwe » 1(0() ou

controle

a concentracao inibitdria de 50% (ICso) via regressdo linear da curva dose-resposta,
2.11. Toxicidade e citotoxicidade

O consumo indevido de antibioticos apresenta efeitos adversos bem conhecidos, pois todos os
farmacos convencionais tém detalhes sobre efeitos colaterais, adversos esperados desde leves,
moderados até mesmo graves, permitindo que profissionais de satde e pacientes tenham
acesso a informacdes claras sobre riscos e contraindicagdes (Belitibo et al., 2025; Senigalia et

al., 2020).

Apesar de amplamente utilizadas por populagdes em todo o mundo desde tempos remotos,
muitas plantas medicinais ainda carecem de estudos cientificos rigorosos e que descrevam
doses seguras ou potenciais interagdes. Isso cria uma lacuna preocupante no conhecimento
popular e at¢ mesmo profissional sobre os riscos do uso de fitoterapicos. Por isso, investigar a

toxicologia dos extractos vegetais torna-se essencial.

Cientificamente, o termo toxicologia busca entender de forma sistemdtica os efeitos
prejudiciais que substancias quimicas podem causar nos organismos vivos. Para isso, ela
investiga o impacto dessas substancias em niveis bioquimico, celular e molecular, explorando
ndo apenas como causam danos, mas também os mecanismos de ac¢do, as vias metabolicas

envolvidas e os factores que modulam a toxicidade (Yang et al., 2021).

Além disso, a toxicologia avalia os riscos associados a exposi¢do a essas substancias em
diferentes contextos, como a frequéncia, tempo de exposi¢do aliado as caracteristicas
individuais dos pacientes como idade, doengas pré-existentes e predisposicdo genética. Esse
conhecimento ¢ fundamental para estabelecer limites seguros, orientar politicas de saude e

desenvolver estratégias de preveng¢ao e tratamento de intoxicacdo (Lima ef al., 2019).

36



Dessa forma, a toxicologia assume um papel central e indispensavel no estudo de extractos
vegetais. Apesar da ideia erronea de que "natural é sempre seguro", os compostos extraidos
de plantas podem conter substincias biologicamente activas com potencial tdxico
consideravel. Em muitas situagdes, esses produtos sdo administrados de forma isolada ou
combinada sem qualquer conhecimento solido sobre sua toxicidade real, doses seguras ou

efeitos adversos de longo prazo.

Isso torna-se ainda mais critico quando se considera o uso popular sem acompanhamento
médico adequado, muitas vezes baseado apenas em tradicdo ou indica¢des informais. Por
isso, estudar e compreender os riscos associados aos fitoterapicos ¢ fundamental para garantir
um uso seguro, eficaz e baseado em evidéncias. Ainda urge sustentar que investir em
pesquisas toxicoldgicas de qualidade permite ndo apenas identificar perigos ocultos, oferece a

sociedade alternativas terapéuticas (Dias et al., 2017).

A toxicologia de extractos vegetais preenche lacunas criticas entre o uso tradicional
desregulado e a seguranca clinica, avaliando mecanismos de dano bioquimico, celular e
molecular. Diferentemente dos farmacos sintéticos com perfis adversos bem documentados,
os fitoterapicos demandam validagdo rigorosa para estabelecer limites seguros, mitigar

interacdes e prevenir intoxicagdes, transformando "natural" em terapéuticas confiaveis.
2.11.1. Citotoxicidade e seguranca no uso de fitoterapicos

As interacdes medicamentosas classificam-se em farmacodindmicas e farmacocinéticas. As
farmacodinamicas resultam da accdo do medicamento ou dos seus metabdlitos,
manifestando-se em sinergismo ou antagonismo. J& as farmacocinéticas decorrem de

alteragdes nos processos de absor¢do e metabolismo dos mesmos (Valentin ef al., 2020).

Na medicina moderna (uso de farmacos convencionais) aparece com sua descricdo sobre
restrigdo no seu uso, em que situagdo medicamento nao pode ser combinado com outro, quais
sdo os alimentos a evitar de modo a ndo anular o efeito desejado para aquela infec¢do ou
enfermidade. Na mesma vertente outros com propriedades semelhantes sdo acautelados de
modo a ndo causar outros efeitos sobre os diferentes sistemas do organismo (Casanova &

Costa, 2017).

Por isso no tratamento em fitoterapicos, deve-se ter em conta dois conceitos importantes: o

antagonismo e sinergismos dos extractos vegetais quando administrados em simultdneo ou
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em interacdo com medicamentos convencionais. Exemplo claro foi descrito por Silva et al
(2021), quando estabeleceu que, um medicamento administrado para um certo fim, também ¢

capaz de potencializar outro medicamento causando efeitos indesejaveis no organismo.

Os fitoterapicos caracterizam-se pela presenca de multiplos constituintes quimicos, actuando
por diferentes mecanismos e podendo interagir com diversos medicamentos, o que pode
comprometer a sua eficacia e seguranca. Diante da possibilidade dessas interagdes e partindo
da ideia de que produtos naturais sdo isentos de riscos, torna-se essencial considerar os
conceitos de sinergismo e antagonismo na avaliagdo das interagdes entre extractos vegetais e

medicamentos.

Ora vejamos, o estudo de sinergismo nos extractos vegetais da Hypericum perforatum L,
fitoterapico anti depressor com eficacia comprovada e equiparada a antidepressivos
convencionais provou que este tem efeito sinérgico, devido a presen¢a de procianidinas
(substancia com ac¢do ndo antidepressiva), porque este aumenta a solubilidade em 4gua da

hypericina ¢ um exemplo tipico de sinergia farmacocinética (Casanova & Costa, 2017).

Por isso, populagdo deve possuir conhecimento sobre a seguranca no seu uso € suas
potencialidades para que tenham efeito desejado. Entre os diversos métodos disponiveis para
avaliar as interacdes entre substincias activas, 0 método de Indice de Concentragdo Inibitoria
Fracionaria (FICI), destaca-se por sua praticidade e flexibilidade na determinagdo dessas
interacdes (Dalmagro et al., 2022). O calculo do FICI segue a formula: FICI = FICA+FICB =
(CIMAB/CIMA) + (CIMBA/CIMB).

Em que: CIMA e CIMB representam as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) das
substancias activas A ¢ B testadas isoladamente; CIMAB e CIMBA sao as CIMs das mesmas
substancias quando avaliadas em combinacao. Essa metodologia permite quantificar de forma
objectiva o tipo de interacdo entre os compostos testados. Os resultados sdo interpretados

com base nos seguintes critérios:

e Interacdo sinérgica quando FICI < 0,5, indicando que a combinac¢do potencializa o
efeito inibitdrio além do esperado;

e Auséncia de interagdo (adi¢do ou indiferente) quando 0,5 < FICI < 4, sugerindo que a
combinagdo ndo altera significativamente o efeito das substancias isoladas;

e Interagdo antagdnica quando FICI > 4, apontando que a combinag¢do reduz a
actividade inibitoria em relagdo as substancias isoladas.
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Esse método tem sido usado em estudos de combinacdo de antimicrobianos € compostos
bioativos, por permitir uma avaliagdo quantitativa rigorosa e comparavel entre diferentes

estudos seguros.
2.12. Ensaio in vitro e viabilidade celular

Considerado teste preliminar citotoxico e de seguranca dos extractos antes de estudos in vivo
(CCso), sendo fundamentais em estudos medicinais envolvendo extractos € nao s6 bem como

no desenvolvimento de farmacos (Yang et al., 2021; Sultdo et al., 2022).

Ensaio de viabilidade celular em culturas de células humanas ou animais medem a
integridade metabdlica e estrutural apos exposicdo aos extractos, indicando concentracdes
seguras para posterior avaliagcdo de actividade antimicrobiana ou antiviral e simultaneamente,

monitorar possiveis efeitos toxicos sobre células hospedeiras (Rozatto, 2012).

O principio do ensaio de MTT (CCso) ¢ um teste simples e barato usado para saber se as
células estdo vivas ou ndo quando expostas, quer dizer as células vivas conseguem
transformar uma substidncia chamada MTT em um material escuro (formazan). Depois,
mede-se essa cor em espectrofotdometro UV-Vis e quanto mais intensa a cor, maior o0 numero
de células vivas na amostra (Mudenda et al., 2024). A reducdao de formazan em fung¢do da

concentragdo do extracto permite calcular a viabilidade relativa e o CCs citotoxico.

Este tipo de abordagem ¢ particularmente relevante quando se estudam patdgenos
oportunistas como Candida albicans, dado que a janela entre concentrac¢do eficaz e toxica

deve ser cuidadosamente definida (Talapko et al., 2021).

Outro ensaio levado em conta ¢ teste de hemolise que utiliza eritrécitos, como modelo
simples para avaliar dano de membrana provocado pelos extractos, medindo a libertacdo de
hemoglobina para o meio. Percentagens elevadas de hemolise indicam potencial risco de
toxicidade sistémica, enquanto resultados reduzidos apoiam a seguranga preliminar de
extractos com actividade antimicrobiana (Sultdo et al., 2022). Para plantas usadas
tradicionalmente em infec¢des urogenitais, este ensaio ¢ util para validar o uso empirico e

evitar formulagdes com efeito detergente excessivo sobre membranas celulares.

O brine shrimp test (ensaio de letalidade em Artemia salina), mas importante também, avalia
toxicidade geral através da mortalidade de néuplios expostos a diferentes concentragdes de
extractos, permitindo estimar valores de LCso como indicador de toxicidade aguda. Adequado

para triagem inicial de uma grande quantidade de amostras vegetais (Mudenda ef al., 2024).
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Extractos com baixa toxicidade em ensaio e efeitos promissores sobre microrganismos
patogénicos justificam a continuidade em ensaios mais especificos de viabilidade celular e

em modelos de infecciosos.

Ensaios in vitro e in vivo de triagem (como MTT, hemodlise e brine shrimp) estabelecem a
selectividade terapéutica de extratos vegetais, definindo valores de CCso, janelas de seguranca
e CLso/DLso agudas antes de validacgdes in vivo mais complexas. Esses testes preliminares
diferenciam a toxicidade celular da poténcia antimicrobiana, validando usos tradicionais
contra patdégenos oportunistas enquanto identificam riscos sistémicos, acelerando a triagem

para formulagdes seguras e eficazes.
2.13. Epidemiologia das infec¢des sexualmente transmissiveis

A disfun¢ao sexual e a infertilidade associadas as infec¢des sexualmente transmissiveis
configuram-se como problemas de saude publica, com repercussdes significativas tanto nas

dimensdes bioldgicas quanto sociais dos individuos afectados (Quirino et al., 2019).

Embora existam diversas opgdes sintéticas disponiveis para o tratamento das ITS’s, observa-
se que, por factores diversos e efeitos colaterais de medicamentos convencionais, praticas
culturais e crengas populares, muitos individuos optam por recorrer as ervas e plantas

medicinais por serem consideradas acessiveis (Sultdo et al., 2022).

Em complemento a isso, ¢ importante destacar que as ITS’s exercem um impacto directo e
continuo sobre a satide sexual e reprodutiva da populagdo, mantendo-se como uma das mais
persistentes preocupacdes da OMS, sustentado pela magnitude e a urgéncia da questdo. As
infeccdes sexualmente transmissiveis configuram crise em satude publica global com mais de
um milhdo de casos didrios, afetando desproporcionalmente mulheres (63%) e homens (37%)
aliado a varios factores como: diagnostico tardio e barreiras masculinas, comprometendo

fertilidade, disfungao sexual e facilitando transmissao de HIV/SIDA.
2.14. Microorganismos implicados em infec¢oes sexualmente transmissiveis

2.14.1. Candida albicans: caracteristicas, patogenicidade, resisténcia antifiingica

E fungo comensal presente na cavidade orofaringea, trato gastrointestinal, vaginal e na pele
de individuos sauddveis. Em cerca de 50% da populagdo, pode provocar desde infecgdes

mucocutaneas superficiais at¢ formas invasivas. Diversos factores sistémicos, locais,
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genéticos e ambientais alteram o equilibrio normal desse microrganismo, favorecendo a sua
transi¢do de componente da flora normal para patogénico, culminando no desenvolvimento

de candidiase (Talapko et al., 2021).

A relacdo comensal mantém-se enquanto ha equilibrio entre o sistema imunitirio do
hospedeiro e os factores de viruléncia. Alteragdes no pH vaginal podem romper esse
equilibrio, favorecendo o inicio do processo infeccioso (Quirino et al., 2019). Este ¢ o
principal agente das infec¢des fungicas, responsavel por quase 85% dos casos de candidiase

oral e vulvovaginal

2.14.2. Streptococcus agalactiae: caracteristicas e patogenicidade

O Streptococcus agalactiae (Streptococcus do grupo B, segundo a classificacdo de
Lancefield) ¢ um importante agente etioldgico de infec¢des neonatais graves, frequentemente
associadas a transmissdo vertical decorrente da colonizacdo materna das regides anal,
perineal e/ou vaginal. Dada a magnitude desse risco, o rastreio deste microorganismo em
mulheres gravidas deve ser priorizado. Contudo, em Mogambique, o diagnostico e a
vigilancia permanecem fragilizados (Jacomini & Murayama, 2023). Nesse contexto, o
controlo do deste microorganismo reveste-se de elevada importancia clinica para a redugdo

de infec¢des e melhoria dos desfechos materno-infantis.

2.14.3. Streptococcus do grupo D: caracteristicas e patogenicidade

Os estreptococos do grupo D incluem principalmente Enterococcus spp. € algumas espécies
de Streptococcus que colonizam o trato gastrointestinal e o geniturinario, comportando-se
como comensais em individuos saudaveis (Cesarino, 2019). Em condi¢des de desequilibrio
da microbiota, imunossupressao ou apos procedimentos invasivos, estas bactérias podem
tornar-se oportunistas, associando-se a infec¢des do trato urindrio, endocardite, bacteriemia e,
em menor grau, a infecgdes genitais. A transmissdo por via sexual e o contacto intimo com a
regido perineal e anal podem facilitar a disseminagdo para o trato genital, particularmente em

contextos de higiene comprometida.

A patogenicidade dos estreptococos do grupo D relaciona-se com a capacidade de formar
biofilmes, aderir ao epitélio mucoso e expressar factores como hemolisinas e protéases, que
contribuem para evasdo imunitaria e inflamag@o local. Em mulheres em idade reprodutiva, a

colonizagdo genital por estes microrganismos pode actuar como co-factor em vaginites mistas
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e infeccdes ascendentes, potenciando o risco de complicagdes obstétricas e neonatais, de
forma andloga ao observado para S. agalactiae, embora com menor frequéncia relatada

(Talapko et al., 2021).
2.14.4. Lactobacillus spp.: papel na microbiota vaginal

Lactobacillus spp. sdo bacilos Gram-positivos predominantes na microbiota vaginal saudavel
de mulheres em idade fértil, sendo considerados microrganismos benéficos e protectores.
Produzem é&cido lactico, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas, mantendo o pH vaginal
acido (cerca de 3,8-4,5) e inibindo o crescimento de patégenos como Candida albicans,
Gardnerella vaginalis, enterobactérias e estreptococos potencialmente patogénicos. A sua
presenca estd associada a menor incidéncia de vaginose bacteriana, candidiase (Jacomini &

Murayama, 2023).

A reducdo quantitativa ou qualitativa de Lactobacillus spp., seja por uso de antibidticos,
alteragdes hormonais, praticas de higiene agressivas ou comportamentos sexuais de risco,
conduz a perda da barreira bioldgica natural. Esse desequilibrio facilita a viruléncia dos
microrganismos patogénicos, fragilizando a susceptibilidade a infec¢des vulvovaginais e as
suas complicagcdes reprodutivas (Rosa et al, 2023; Rodrigues et al., 2022). Assim,
Lactobacillus spp. funcionam como um importante marcador de eubiose vaginal e alvo de

estratégias probioticas para restaurar o equilibrio em mulheres com infec¢des recorrentes.

2.14.5. Gardnerella vaginalis: caracteristicas e patogénese na vaginose bacteriana

Do ponto de vista taxonomico e morfoldgico, a Gardnerella vaginalis ¢é classificada como um
cocobacilo facultativamente anaerdbio e Gram-variavel. Embora a andlise filogenética a
posicione firmemente no filo Actinomycetota (caracteristico de bactérias Gram-positivas), a
sua parede celular apresenta uma ulta estrutura atipica devido a uma camada de
peptidoglicano extremamente fina e desprovida de 4acidos teicoicos. Consequentemente,
durante o processo analitico de coloragdo de Gram, esta barreira estrutural ndo retém
eficazmente o complexo cristal violeta-iodo face a descoloracdo por alcool-acetona,
originando uma coloragdo inconsistente ao microscopio Optico (com células coradas
simultaneamente a roxo e rosa). Esta natureza tintorial ambigua torna o termo Gram-variavel
a descri¢do laboratorial mais precisa para o patdogeno, distinguindo-o das classes bacterianas

convencionais (Lima et al, 2019).
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Em condigdes normais, pode estar presente em baixa quantidade na microbiota vaginal, mas,
quando ocorre redugao de Lactobacillus spp. € aumento do pH vaginal, prolifera e passa a
dominar o ecossistema. Esta sob recrescéncia leva a formacao de biofilmes aderidos ao
epitélio vaginal, com produ¢do de aminas volateis responsaveis pelo odor caracteristico e
pela inflamagdo subclinica (Chinsembu et al., 2019). Clinicamente, G. vaginalis associa-se a
corrimento vaginal acinzentado, pH elevado e presenga de “clue cells”, além de maior risco

de infecgdes ascendente, partos prematuros e susceptibilidade acrescida a ITS’s.

A patogénese envolve adesinas de superficie, produgdo de citotoxinas como a vaginolisina e
capacidade de co-agregar com outras bactérias anaerobias, formando consorcios microbianos
resistentes a resposta imune local e aos antimicrobianos. O desequilibrio entre G. vaginalis e
Lactobacillus spp. €, portanto, central na compreensdo da saude vaginal e das infec¢des

associadas.

2.14.6. Escherichia coli: patogenicidade

Escherichia coli ¢ um bacilo gram-negativo comensal do intestino humano, mas varias
estirpes uropatogénicas estdo implicadas em infecgdes do trato urinario, incluindo cistite,
pielonefrite e uretrite. A proximidade anatdmica entre regido anal, perineal e meato uretral
facilita a migracdo de E. coli para o trato urinario, sobretudo em mulheres, sendo as praticas
sexuais um factor adicional que favorece esta transloca¢do. Em contextos de ITS’s e
vaginites, a colonizagdo concomitante por E. coli pode agravar inflamagao local e predispor a

infec¢des ascendentes (Gondim, 2023; Braca, 2018).

A patogenicidade de E. coli uropatogénica esta ligada a expressao de fimbrias adesinas (como
P-fimbrias), produgdo de toxinas, sideroporos e capacidade de formar biofilmes na mucosa
urogenital. Estes factores de viruléncia asseguram aderéncia ao epitélio, evasdo da resposta
imune e recorréncia infecciosa, o que ¢ particularmente preocupante em cenarios de
resisténcia a antibidticos amplamente descrita para este género bacteriano (Senigalia et al.,
2020). Em populacdes com acesso limitado a diagnostico microbioldgico, como em varias
regides de Mocambique, E. coli deve ser considerada uma agente chave nas infecgdes

urogenitais associadas a comportamentos sexuais de risco e condi¢des de higiene deficientes.
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2.15. Testes biologicos de actividade antimicrobiana

Para responder pressupostos da OMS (Saude para todos até 2030), as infec¢des precisam ser
combatidas. Deste modo o tratamento deve ser eficaz e somente administrado a partir de
resultados de diagnostico orientado para cada microorganismo associado. Os extractos
vegetais tém sido utilizados desde os tempos remotos € com o desenvolvimento de técnicas
puramente cientificas, o mundo de antibioterapia passou a ser mais eficaz, visto que passou a
ser possivel testar a ac¢dao de cada antibiotico em fungdo da bactéria em causa, tornando deste

modo o tratamento bacteriano mais eficaz.

Por isso, a necessidade de se realizar a testagem de antibiograma para determinar a actividade
bioldgica dos extractos e comprovar o saber local. Existem varias técnicas cientificamente
validadas e utilizadas para a realizacdo do teste de sensibilidade de antibiograma que podem
ser destacadas na figura abaixo, que sistematiza as técnicas em alusdo. Mas a de maior
destaque versa sobre a técnica de microdilui¢do, apesar poder ter algumas interferéncias
considera-se a mais eficaz para produtos naturais. Existem outras técnicas para caso de

aplicagdo simultanea de extractos como o Checkerboard e o Time-kill (Rozatto, 2012).

Fluxograma de Classificagao dos Métodos de TSA

[ Teste de Sensibilidade (TSA) ]
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Figura 4 Sistematizacdo dos métodos para realizagcdo dos testes de sensibilidade aos antibidticos

Fonte: (Fabris, 2018)
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E importante destacar que existem diversos factores tido como de interferéncia, meios de
cultura utilizados e a concentracdo do agar, bem como a sua origem, uma vez que estes

parametros podem influenciar os resultados do ensaio.

A avaliacdo da eficacia antibacteriana de compostos bioactivos assenta na distingao analitica
entre a Concentracdo Inibidora Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
A CIM define-se como a menor concentragdo do agente capaz de inibir o crescimento
bacteriano visivel, exercendo um efeito predominantemente bacteriostatico. Por sua vez, a

CBM determina a menor concentragdo necessaria para induzir a morte celular.

Metodologicamente, a determinagdo do racio CBM/CIM constitui um indicador fitoquimico
crucial, estes valores iguais ou inferiores a 4 classificam o extracto ou molécula isolada como
bactericida, enquanto racios superiores a 4 sinalizam uma ac¢do meramente bacteriostatica
como conceptualizado . Esta diferenciagdo ¢ fundamental para tracar o perfil

farmacodinamico preliminar antes dos ensaios biologicos posteriores (Fabris, 2018).
2.16. Meios de cultura mais utilizados

Em estudos biologicos, a escolha do meio de cultura é determinante para um crescimento
reprodutivel das bactérias e fungos testados. O agar de Sangue ¢ um meio nao selectivo, rico
em nutrientes, amplamente utilizado em culturas devido a sua versatilidade (Aragjo et al.,
2025; Lobo et al., 2024). O agar Sabouraud dextrose ¢ mais adequado para o isolamento e
crescimento de leveduras e fungos filamentosos, sendo frequentemente usado em ensaios
contra Candida spp. e outros fungos oportunistas associados a infec¢des urogenitais (Alfaia
& Almeida, 2016). O 4agar Mueller-hinton constitui o padrdo para testes de susceptibilidade
por apresentar composi¢do, pH controlados, baixa interferéncia com a difusdo de

antimicrobianos (Maema et al., 2020).

2.17. Procedimentos de cultivo laboratorial de microorganismos

Os procedimentos de cultivo bacteriano e fingico seguem principios de assepsia rigorosa,
padronizacao do inoculo e condigdes adequadas de incubacdo. As bactérias sdo geralmente
cultivadas em meios proprios, inoculando-se coldnias isoladas em meio fresco e incubando-as
a 35-37°C por 18-24 horas, até obtencdo de culturas jovens padronizadas, que posteriormente
sdo ajustadas ao padrao 0,5 de Macfarland para uso em ensaios de difusdo ou microdiluicao

Aratjo et al., 2025; Lobo et al., 2024).
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Em contextos clinicos ligados a infecgdes neonatais por estreptococos do grupo B, o cultivo
em meios apropriados € essencial para o diagndstico microbioldgico e a defini¢ao do perfil de
susceptibilidade, reforcando a importancia de protocolos laboratoriais bem definidos
(Jacomini & Murayama, 2023). Estes procedimentos de cultivo também sdo relevantes

quando se avalia o potencial antimicrobiano em infec¢des sexualmente transmissiveis.
2.18. Ensaios e determinacao de CIM

Os ensaios sao amplamente utilizados como triagem inicial da actividade antimicrobiana de
extractos e compostos isolados. Em agar Mueller-Hinton ou Sangue, aplicam-se discos
impregnados ou pocos contendo o extracto sobre a superficie previamente inoculada com o
microrganismo-alvo, apds incubacdo, medindo o didmetro inibicdo, permitindo fazer
comparagdo semi-quantitativa, a poténcia relativa entre amostras (Alfaia & Almeida, 2016;

Aratjo et al., 2025).

Em placas de microdilui¢do, preparam-se dilui¢des seriadas do extracto em meio liquido
padronizado, inocula-se um volume definido da suspensdao microbiana e, apos incubagao,
observa-se turvagdo ou recorre-se a indicadores metabolicos para leitura (Aragjo et al., 2025;
Lobo et al., 2024). A CIM permite comparar a forca de inibi¢ao entre moléculas e sustentar o
uso, enquanto a CBM observa-se o resultado no meio onde nao houve crescimento bacteriano

ou fungico na totalidade, de modo a determinar a CBM (Alfaia & Almeida, 2016).
2.19. Tratamento das ITS’S em Mocambique segundo algoritmo do MISAU

Algumas ITS’s, o seu tratamento visa em reestabelecer o equilibrio da microbiota vaginal
como um possivel incremento dos Lactobacilos spp., como em vaginoses bacterianas

enquanto outras requerem o uso de antibidticos em dose combinada ou dose fixa.

Para o tratamento das ITS’s deve-se ter em conta o quadro clinico do paciente, sexo (se for
mulher deve se tomar nota o estado gestacional) e idade. Segundo MISAU (2007) recomenda
o seguinte para o tratamento das ITS’s em Mogambique, bem como o seu cddigo no

Formulario Nacional de Medicamentos (FNM).
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a) Ciprofloxacina (FNM-8-H-3): um potente antibidtico da classe fluorquinolonas
que possui um amplo. E a quinolona mais activa contra infecgdes por Neisseria,

Clamidia.

YJ;@EQ

Figura 5 Formula estrutural da Ciprofloxacina

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

b) Azitromicina (FNM-8-F-1): antibidtico indicada nas ITS’s ndo complicadas devido a
Clamidia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, quando a sua dosagem, na gonorreia

no cancroéide 1g em dose unica.

Figura 6 Formula estrutural da Azitromicina

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

¢) Metronidazol (FNM-8-K-4): um antibiotico usado contra bactérias Gram negativas e
positivas e alguns protozodrios, nas ITS’s ¢ usado na erradicagdo da Gardnerella
vaginalis, e Mobiluncus spp., em vaginose bacteriana. E contraindicado no primeiro

trimestre da gravidez.
/[’;l)\
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Figura 7 Formula estrutural de Metronidazol

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw
d) Cefixime (FNM-8-B-6): indicado no tratamento de gonorreia ndo complicada
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Figura 8 Formula estrutural de Cefixime

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw
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e) Aciclovir (FNM-8-R-1): recomendando para o tratamento de herpes simples do tipo I
e II, profilaxia de episddios de herpes genital tanto para imunoglobulinas IGM/IGG.
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Figura 9 Formula estrutural de aciclovir

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

f) Penicilina G Benzantinica (FNM-8-A-4): farmaco de 1? linha no tratamento da

sifilis

N i?/
o /’/—OH
(0]

Figura 10 Formula estrutural de Penicilina G benzantinica

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

g) Eritromicina (FNM-8-F-6): um medicamento indicado como alternativa de elei¢ao
nos doentes alérgicos a penicilina e tetraciclinas, em criangas menores de 12 anos,
gravidez, lactacdo, insuficiéncia renal. Constitui farmaco alternativo a Doxicilina no

tratamento das infec¢des genitais ndo gonocdceicas por Clamidia e em mulher gravida

Figura 11 Formula estrutural da eritromicina

Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

h) Clotrimazol (FNM-4-A-2): um medicamento indicado para o tratamento da

Candidiase vulvovaginal, infec¢des por Streptococcus spp. € Staphylococcus spp.

N
>
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TN
Figura 12 Formula estrutural de Clotrimazol
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw
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i) Kanamicina (FNM-8-D-5): indicado para infec¢des estafilocdcicas na Vaginose

bacteriana, também serve como tratamento de 2* linha na tuberculose resistente.
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Figura 13 Formula estrutural de Kanamicina
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

j) Doxiciclina (FNM-8-G-1): tem mesmo uso da tetraciclina, a vantagem deste pode ser
administrada em apenas duas tomas didrias, ndo ¢ contraindicado em doentes com

insuficiéncia renal.
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Figura 14 Formula estrutural de doxiciclina
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

k) Penicilina G Procaina (FNM-8-A-6): um medicamento que possui as mesmas
indicacdes do 8-A-5 (penicilina Cristalina) mas em situagdes menos graves € que nao

requeiram tratamento muito agressivo.

Figura 15 Formula estrutural de Penicilina G Procaina
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

l) Tetraciclina (FNM-8-G-3): um farmaco indicado nas infec¢des por Clamidia como
uretrites, salpingites, linfogranuloma venéreo, tracoma, farmaco de 1°linha no
tratamento de infecgdes por ricketsias, micoplasma, brucelas, Borrélias. Tratamento

alternativo para Sifilis.

Figura 16 Formula estrutural de tetraciclina
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw
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m) Podofilina (FNM-15-F-5): este medicamento existe em forma de solugdo. O seu
componente principal a podofilotoxina extraida na base de plantas, indicado no

caustico nas vegetacdes venéreas
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Figura 17 Formula estrutural de Podofilina
Fonte: Autor adaptado pelo ChemDraw

n) Nitrato de prata solucio (FNM-5-F-4): solu¢do de nitrato de prata Ag(NO3) tem
sido usada no Tratamento de condilomas, remog¢do de verrugas como consequéncia de

ITS’s tratadas tardiamente ou mal tratadas.

2.20. Tratamento das enfermidades com recurso a extractos vegetais

A fitoterapia eficaz comeca com recolha sustentavel e responsavel das plantas medicinais, ao
respeitar os principios que protegem a satide humana quanto o meio ambiente. Corte apenas o
terco superior dos caules para partes aéreas, escave raizes completamente, colha sementes
intactas pelo caule, retire cascas somente de ramos secundarios nunca do tronco principal e,
para camadas internas de raizes, raspe a fina camada externa apds extragdo total (Bezerra,
2009).

Apods a recolha, desidrate imediatamente as partes se ndo forem usadas no momento e
armazene em recipientes escuros, longe de calor e luz, preservando assim os compostos

bioativos essenciais (Silva et al., 2021).

A preparagdo adapta-se ao tipo de tecido vegetal e a estabilidade térmica dos principios
activos, garantindo maxima extra¢ao sem degradagdo. Na decoccdo, ideal para raizes e cascas
resistentes, ferver por 10-15 minutos e coar; a infusdo, para folhas e flores delicadas, usa-se
agua quente em repouso por 5-10 minutos; j& a maceragdao a frio (2-10 dias em solvente

aquoso) serve a tecidos leves, evitando fermentacdes indesejadas (Lobo et al., 2024)

Transforme plantas secas em po triturando manualmente, peneirando e armazenando em
frascos selados; para uso tOpico, prepare compressas com panos embebidos em infusdes
concentradas (quentes ou frias) ou logdes, aplicando chas diretamente na pele afectada,

facilitando a penetracdo cutanea (Borges et al., 2021).
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Finalmente, o sucesso terapéutico depende do timing e dosagem precisa, ajustada por idade e
objectivo. Tome laxantes, depurativos, diuréticos e vermifugos em jejum, para
antirreumaticos, hepatoprotetores, neurotonicos, antitérmicos e antitussigenos 2 horas antes
ou apos refeigdes, siga com tdnicos e antiacidos 30 min antes das refei¢des; digestivos e

anticarbogases logo ap6s ingerir alimentos (Borges et al., 2021).

Para chés infantis e adultos: bebés <1 ano ganham 1 colher de caf¢ 3x/dia; 1-2 anos, ' xicara
2x/dia; 2-5 anos, Y2 xicara 3x/dia; 5-10 anos, '% xicara 4x/dia; ¢ >10 anos/adultos, 1 xicara

3x/dia-sempre sob orientagao profissional (Silva et al., 2022).
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3. Metodologia

Nessa unidade estdo apresentadas e descritas as opgdes metodologicas que foram aplicadas na
execucdo do trabalho. O trabalho optou por uma abordagem quantitativa fundamentada por
uma amostragem intencional na recolha de partes vegetais usadas tratamento das ITS’s no

distrito de Massingir ¢ método experimental e laboratorial (Lukosevicius, 2018).

A elaboragdo da metodologia deste trabalho considerou as limita¢des identificadas na
literatura e seu uso massivo no distrito de Massingir para responder os desafios da Saude
Publica espécies em estudo, destacando a abordagem fragmentada entre caracteriza¢ao
quimica e ensaio bioldgico. Esta estratégia visa colmatar as lacunas identificadas, gerar
evidéncias mais robustas sobre eficacia e seguranca das espécies seleccionadas e aproximar a

pratica etnomedicinal dos requisitos de validacao cientifica.

3.1.Descricao do local de estudo: distrito de Massingir

3.1.1. Localizacao, Superficie e Populagao

O distrito Massingir esta localizado a Noroeste da provincia de Gaza, com superficie de 5.698

km? e populacio estd estimada em 33 mil habitantes (Joaquim-Meque et al., 2025).

3.1.2. Clima, hidrografia, Relevos, Solos e Recursos Naturais

O distrito apresenta clima predominantemente semiarido seco, com temperatura média anual
em torno de 30 °C e precipitacio média de aproximadamente 600 mm. O periodo mais
quente (setembro e fevereiro) e periodo fresco (margo a agosto). Os solos sdo, em geral,
arenosos nas zonas mais elevadas e pedregosos no interior do Parque Nacional do Limpopo.
Na érea interna predominam solos pouco profundos, associados a uma cobertura arenosa de
espessura variavel. Ao longo dos vales dos rios, observa-se vegetacdo graminea e solos de
coloracdo acinzentada. Ja nas zonas altas, predominam formacgdes arbustivas e arboreas, com
solos avermelhados em relagdo aos esbranqui¢ados, destacando-se ainda a presenca

abundante de espécies como Chanatsi e Micaia (Chiure, 2019).

3.1.3. Infraestruturas, economia e servicos

O distrito esta servido por 8 unidades sanitarias, distribuidos em seus postos administrativos e

em comunidades que possibilitam o acesso progressivo da populagdo aos servigos de Saude.
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Entre as actividades no distrito de Massingir abunda a exploragdo de recursos florestais
(plantas medicinais, lenha, canico, estacas, corte de arvores para carvao), para além da

agricultura, pesca e pecuaria (Chiure, 2019).

3.1.4. Historia, cultura e sociedade civil

A designacdo Massingir tem origem em “Massingir Ngovene”, nome de um antigo chefe de
terras que viveu na actual aldeia de Massingir-sede, no posto administrativo de Mavodze. O
distrito de Massingir ¢ maioritariamente habitado por populagdes do grupo étnico falante de
Xitsonga, cuja estrutura social se baseia na linhagem, composta por grupos de familias. Em
termos religiosos, predomina a fé Sido/Zione, sendo também comuns praticas tradicionais de

invocagdo dos antepassados para diferentes finalidades (Chiure, 2019).
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3.2.Classificacio da pesquisa

Segundo Santana ef al ( 2022), ¢ uma pesquisa aplicada e de campo, procura gerar evidencias
cientificas directamente utilizdveis em etnobotinica. Para além das evidéncias teoricas ja
existentes, o estudo aplica técnicas com vista a subsidiar o uso seguro e eficaz dos extractos.

Para a dimensao temporal, a investigacao apresenta delineamento transversal.
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3.3.Amostragem e amostra

A seleccdo amostral deste estudo baseou-se em critérios intencionais, focando-se nas espécies
vegetais Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana, seleccionadas
devido a sua relevancia etnomedicinal, abundancia regional e lacunas identificadas na
literatura. Para mitigar vieses e assegurar a reprodutibilidade analitica, a amostragem
procurou abranger a variabilidade fenotipica natural, controlando variaveis latentes como a
idade, o estadio de desenvolvimento, a sazonalidade da colheita ¢ as condi¢des climaticas

locais.

O delineamento experimental permitiu estabelecer relagdes de causa e efeito, avaliando
sistematicamente como o tipo de solvente extractor e as diferentes fracgdes vegetais
influenciam a actividade bioldgica. Esta abordagem metodoldgica e a defini¢do estrita das
variaveis sdo fundamentais para garantir a robustez cientifica das conclusdes sobre o
potencial farmacologico das espécies (Santana et al., 2022). O modelo intencional validou a
inclusdo das plantas com base no conhecimento tradicional, enquanto a delimitagao
geografica direcionou a recolha para populagdes medicinais acessiveis na regido de

Massingir.
3.4.Delineamento experimental e unidade de analise

O delineamento experimental deste estudo corresponde a cada amostra de extracto vegetal
obtida a partir da raiz e o método de extragdo utilizado foi tratada como uma instancia
independente, permitindo avaliacdo individualizada da composicdo fitoquimica e actividade
biologica. Para assegurar a robustez dos resultados, todas as andlises foram realizadas com

replicagdes técnicas.

O controle de variaveis foi realizado de forma rigorosa, de modo a minimizar interferéncias
externas e garantir que os efeitos observados possam ser atribuidos as condigdes
experimentais definidas. Entre as varidveis controladas destacam-se: temperatura, tempo e
solvente de extracc¢do, concentracdo do extracto, condi¢oes de armazenamento, meio de
cultura nos ensaios antimicrobianos. Varidveis potencialmente interferentes, como
contaminag¢do microbiologica, degradagdo de compostos bioativos ou variagoes ambientais
durante a recolha das plantas, foram cuidadosamente monitoradas e minimizadas por meio

de protocolos laboratoriais estabelecidos.
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3.5. Trabalho de Campo e Laboratorial

Fase 1: Pré-campo

Nesta fase feita a revisdo de literatura para contextualizar e abordar informacdes disponiveis
sobre epidemiologia das ITS’s a nivel global e contexto nacional, aplicabilidade e
sistematizacdo da fitoterapia e relagcdo das plantas medicinais C. abbreviata, C. mopane ¢ S.
petersiana implicadas no tratamento de ITS’s do distrito de Massingir com principal enfoque
para C. albicans, Streptococcus e outros microorganismos infecciosos em diferentes motores
de busca com uso de operadores booleanos e visitas a bibliotecas de modo a compreender
lacunas na pesquisa sobre etnobotdnica e farmacognosia africana especificamente para
Mocambique e manejo de infec¢des sexualmente transmissiveis em destaque para linha de

pesquisa no ambito de valoriza¢ao de produtos naturais.

As principais palavras de busca de fontes tinham como principal éxito a abordagem de
resisténcia antimicrobiana dos microorganismos causadores das ITS’s e necessidade das
industrias farmacéuticas em desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas a partir da sintese
de novos compostos isolados a partir de extractos vegetais. Apds a revisdo seguiu a fase de
elabora¢do de procedimentos operacionais padronizados que foram aplicados no laboratério
para os diferentes métodos sobre os extractos vegetais e testagem de susceptibilidade dos
extractos sobre os microorganismos seleccionados para o estudo. Terminada esta fase,
avaliada a sua viabilidade e contactos com laboratdrios parceiros nacionais e internacionais

seguiu o trabalho de campo.
Fase 2: Campo

O trabalho de campo consistiu em contacto com lider da AMETRAMO em outubro de 2024 e
abril de 2025 no local de estudo, para recolha das partes vegetais das raizes mediante uma
prévia autorizacdo do Governo local. Realizada a recolha mediante a observacdo in loco dos
PMT de modo a preservar a biodiversidade e natureza cultural. Apds a recolha das amostras
vegetais foram catalogadas e transportadas em cartolinas de modo a manter a integridade dos
principios activos (evidéncias cientificas) até ao local do estudo para a sua conservacao,
obedecendo todos critérios de transporte, conservacdo e tratamento prévio de modo a nao

comprometer os resultados da pesquisa.
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Uma vez foram recolhidas as raizes no estudo, para efeitos de identificagdo no Laboratdrio
de Botanica da UEM foi feita meio de folhas das plantas em estudo adquiridas aos PMT e
técnico da Universidade que acompanhou a recolha das amostras. As amostras das raizes
foram lavadas de modo a reduzir material contaminante, lavadas, fragmentadas e colocadas a
processo de secagem no Laboratério da Universidade Eduardo Mondlane, onde foram

necessario 4 meses para a secagem completa e desidratacao total.
Fase 2.1: Trabalho Experimental/Laboratorial

ApoOs estarem completamente secas as amostras vegetais a temperatura ambiente e reduzidas
em pequenos fragmentos, foram trituradas na Universidade Pedagédgica de Maputo com
recurso a um triturador de s6lidos de marca GEEPSR com poténcia de 750, realizada em
3000 RPM até que todas ficaram completamente trituradas com observagao periddica a cada
30 segundo do processo. Apds serem trituradas as amostras vegetais foram levadas para a

investigacao subsequente.

Fase 3: ensaios laboratoriais

As experiéncias laboratoriais consistiram em:

1. Extrac¢do hidroalcodlica por Soxhlet , vaporizagdo e isolamento do extracto
vegetal das raizes de Cassia abbreviata, Colophospermum mopane, Senna
petersiana.

i1. Preparacao das fraccdes com n-hexano, diclorometano, com acetato de etila e por

fim a frac¢do aquosa dos extractos das raizes das espécies em estudo, a posterior

vaporiza¢ao na UPM e UEM.
11i. Prospeccao fitoquimica das fracgdes obtidas.
v. Determinacao da actividade antioxidante das frac¢oes os extractos no CIDE
V. Testagem da actividade biologica das fracgdes obtidas nas concentragdes

previamente preparadas, componente Qualitativa e a componente Quantitativa
(Determinagdo da CIM) no Laboratério de Faculdade de Medicina da UEM e
Department of Nutrition Dietetics and Food Sciences University of Zimbabwe.

Vi. Quantificacdo dos compostos fendlicos em fraccdes de EtOAc por meio de
LC-MS no Department of Nutrition Dietetics and Food Sciences University of

Zimbabwe.
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Vii. Avaliar o potencial antimicrobiano e os efeitos sinérgicos das fragdes DCM e
EtOAc contra microrganismos clinicamente relevantes para infecgdes
sexualmente transmissiveis seleccionadas para o estudo no Department of
Nutrition Dietetics and Food Sciences University of Zimbabwe.

viii.  Investigar a citotoxicidade (CCso) em MTT (linhagem continua de células
epiteliais derivadas do rim de mamifero) Department of Nutrition Dietetics and
Food Sciences University of Zimbabwe.

ix. Analise estatistica: média, desvio padrdo. A significancia por teste de ANOVA e
Post-hoc de Tukey, com calculo dos valores de F e P para cada combinacao de

extracto e microorganismo.

Ap6s a realizag@o das experiéncias laboratoriais seguiu-se a fase de interpretacdo e discussdao
dos resultados obtidos. Os resultados da pesquisa foram divulgados em diferentes eventos
cientificos nacionais e internacionais, publicacdo de artigos cientificos em revistas, jornais e
por fim apresentacdo oral mediante um jUri para obtengdo de titulo académico de Mestre em

Quimica e Processamento de Recursos Locais na especialidade de Produtos Naturais.

3.6.Procedimentos das actividades laboratoriais

3.6.1. Extrac¢io por Soxhlet e particao por solventes dos extratos vegetais

a) Materiais
e (Cartuchos de papel para Soxhlet; Funis de separagdo de vidro (250 mL);
e Baldes de fundo redondo (250 mL); Provetas graduadas; Béqueres; Bastao de vidros;
e Espatulas; Papel de filtro; Algodao; Pérolas de vidro;
e Frascos de vidro ambar rotulados; Papel de aluminio; Moinho triturador ou almofariz
e pistilo;
e Balanga analitica.
b) Equipamentos
e Sistema de extragao Soxhlet; Condensador de refluxo; Manto de aquecimento;
e Suporte universal com mufa e garra; Sistema de refrigeracdo com circulacdo de agua;
e Evaporador rotativo (Rotavapor) com vacuo; Capela de exaustdo.
c) Reagentes / Solventes
e n-Hexano; Diclorometano; Acetato de etila; Etanol a 96%; Agua destilada

d) Procedimentos
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Soxhlet, método classico de obten¢do de classes quimicas, utilizando solventes e tempo como
principais factores. Essa abordagem baseia-se na capacidade dos solventes em dissolver
compostos de interesse presentes na amostra vegetal, € no tempo de contacto para favorecer
sua difusdo. A amostra vegetal (raiz), apds ser triturada, foi pesada. A trituragdo visa
aumentar a area de contato entre o solvente e os tecidos vegetais, facilitando a liberagao dos
metabolitos secundarios, enquanto a pesagem precisa garante a reprodutibilidade da

experiéncia (Gondim, 2023).

O material vegetal foi submetido a extrac¢cdo hidroalcoolica por 8h de tempo na solugdo de
etanol (96%) e dgua em 1:1 (v/v) em 150 ml no volume final em 30g de amostra vegetal.
Apbs ser filtrado o extracto foi submetido a vaporizagdo do solvente no rotavapor, segundo
Nozo et al (2023) e em seguida foi feita particdo passando em funil de separagdo trés vezes o
extracto sobre o tipo de solvente e ordem, por fim obteve-se a solugdo, perfazendo deste
modo 4 extractos para cada amostra, processo na qual que enfatiza eficiéncia de extraccao

polifasica.

A escolha da solugdo hidroalcoolica enfatiza com a capacidade do etanol em extrair
compostos organicos apolares e semi-polares e a dgua favorece a extrac¢do de compostos
mais polares, ampliando assim o espectro de substincias extraidas, enquanto a parti¢ao
sequenciada permite a imiscibilidade baseada em solubilidade dos compostos em solventes

de polaridade distinta, promovendo uma melhor separagdo das fracgdes (Nozo et al., 2023).

No processo de particdo sequenciada gera diferenca de solubilidade entre as fases levando a
imiscibilidade dos liquidos, o que facilita a recolha das solugdes separadas. Cada frac¢do
obtida foi transferida para recipientes apropriado e, em seguida, para baldes de evaporagao,
onde ocorreu a vaporiza¢do e concentracdo dos extractos deixando-os prontos para triagem

fitoquimica e outros procedimentos laboratoriais.

3.6.2. Prospecio fitoquimicas dos extractos vegetais

A marcha fitoquimica seguiu protocolos validados em literatura de (Assis, 2015). Nesta senda
foi organizado o material, equipamento e regantes para cada procedimento. Para todos os

ensaios fitoquimicos qualitativos foram utilizados:

a) Material
e Fraccdes dos extractos vegetais; Tubos de ensaio e marcadores;

e Pipetas de Pasteur ou micropipetas; Béqueres; Provetas graduadas; Funis de vidro;
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e Papel de filtro; Bastao de vidro; Algodao; Suporte para tubos de ensaio;
b) Equipamentos
e Banho-maria; Bico de aquecimento; Suporte para tubos de ensaio; Crondmetro;
Termometro.
c) Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau analitico, especificos para cada classe fitoquimica:

Soluc¢do de acido sulfarico a 1% (H2SOa4); acido sulfurico concentrado (H2SOs);
Etanol a 80%; Acido cloridrico concentrado (HCI); Etanol a 80%;

Cloroférmio (CHCls); Anidrido acético; Hidroxido de sodio a 5% (NaOH);
Solugdo de cloreto férrico a 5% (FeCls); Sulfato de sédio anidro (Na2SOas);

Reagente de Dragendorff; Reagente de Mayer; Reagente de Wagner;

e Magnésio metélico em pequenos fragmentos; Agua destilada.
3.6.2.1.1dentifica¢do de Taninos

No teste Braymer, adicionou-se 3 gotas do reagente principal ( FeCls a 1%) em 3 ml do
extracto em tubo de ensaio e fez-se a leitura dos resultados. A coloracao azul-escuro indica
taninos hidrolisaveis e tonalidade verde-escuro determina taninos condensados. Este método
tem como vantagem por ser sensivel e de facil execugdo, reac¢do imediata e detecta tanto
taninos condensados quanto hidrolisaveis. A intensidade da cor pode variar com concentragao
e interferentes, sendo recomendada confirmacdo adicional por métodos cromatograficos

quando necessario, isso configura como limitagao (Costa Rosa et al., 2023).

3.6.2.2.Identificagdo Esterdides e Triterpenoides

Na reac¢do de Liebermann-Burchard foi tomada como evidencia ao dissolver-se 2 ml do
extracto em cloroformio adicionando 2 ml de anidrido acético e 2 ml de 4cido sulftrico
concentrado. Tonalidades verde-azulada indica esterdides ou vermelho/rosa para triterpenos
confirmam presenca. Os triterpendides levaram como diferencial reac¢do de Salkansk. Este
protocolo classico com alta selectividade e rapida resposta visual, amplamente validado em
diferentes espécies. O meso estudo encontra limites ao referir subjectividade na avaliagao da
cor, por isso recomenda-se cromatografia de camada delgada para confirmacao (Borges et al.,

2021).
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3.6.2.3. Identificagcao Flavondides

Na reacgdo de Liebermann-Burchard, este metabolito foi adicionado 1 ml de extracto com 5
gotas de acido cloridrico de concentragdo maxima e pequenos fragmentos de magnésio
metalico, teste este conhecido como reac¢ao de Shinoda, onde a coloragdo rosea/vermelha
revela a positividade. Leva vantagem por ser especifico para flavondides, mas estudos
ressaltam que os resultados podem ser influenciados por flavondides glicosilados ou outros

fenolicos, por isso procedimentos mais apurados sdo recomendados (Zocolo et al., 2019).
3.6.2.4.Identificagdo Alcaldides

Os testes classicos para deteccao de alcaldides em extratos vegetais baseiam-se em reacgoes
de precipitacdo com reagentes especificos, realizados apds a acidificagdo prévia do extracto
com acido cloridrico diluido como descrito por (Gondim, 2023) No teste de Dragendorff,
preparado a partir de subnitrato de bismuto com iodeto de potassio, formam-se ides bismuto-
iodo responsaveis pela reaccdo. Ao adicionar 3 gotas desse reagente a 2 ml do extracto
previamente acidificado, um precipitado de cor laranja a avermelhada indica a presen¢a de

alcaldides.

No teste com o reagente de Mayer, composto por cloreto merctrico e iodeto de potassio que
originam o complexo tetraiodomercurato de potassio, mistura-se o extrato acidificado com
cerca de 3 gotas do reagente e o aparecimento de um precipitado branco-creme caracteriza

uma reacgao positiva.

Ja no teste com o reagente de Wagner, constituido por uma solucdo de iodo em iodeto de
potassio formando um complexo triiodeto, procede-se de forma semelhante, adicionando 3
gotas do reagente ao extracto e os alcaldides sdo identificados por precipitado marrom-
avermelhado. Praticamente, o procedimento envolve acidificar e aquecer levemente extracto
vegetal, filtra-lo se necessario e distribui-lo em trés tubos de ensaio para aplicacdo de cada
um dos reagentes mencionados. A interpretacdo baseia-se na cor e no tipo de precipitado
formado. Esses testes apresentam boa sensibilidade, custo reduzido e sdo amplamente

utilizados em analises fitoquimicas preliminares.

Contudo, concentragdes muito baixas de alcaldides ou matrizes vegetais complexas podem
dificultar a leitura visual e, em alguns casos, impurezas podem gerar falsos positivos. Por
1sso, em pesquisas mais avangadas, recomenda-se complementar o rastreio com técnicas

cromatograficas ou espectrométricas para confirmacao estrutural (Borges et al., 2021).
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3.6.2.5.Identificag¢do Saponinas

Conhecido como teste de espuma, foi misturado 2 ml de amostra adicionando 8 ml de 4dgua
destilada, levado a ebuli¢do em acido sulfurico a 1% e foi agitada a mistura vigorosamente
por 1 minuto e deixado a repousar 10 minutos. persisténcia de espuma por 1 cm em 10

minutos ou mais indica a presenca de saponinas.

Extremamente simples, replicavel e especifica devido ao caracter anfifilico das saponinas.
Misturas com detergentes naturais interferem para quantificagdo ou identificagdo de subtipo,
nesta senda sdo requeridos métodos cromatograficos ou espectroscopicos (Kabuka et al.,
2022). Na validagdo de testes fitoquimicos os pesquisadores devem ter em conta que as
metodologias cléassicas (precipita¢do, coloracdo, formacdo de espuma) oferecem baixo custo,
facil implementacdo, rapidez e adequagdo para triagem inicial e para trabalhos exploratorios

em biodiversidade.

Mas para melhor pureza, ¢ necessario ter em conta outros métodos como cromatografia em
camada delgada, um dos métodos complementares para confirmagdo de resultados e
diferenciagdo de subtipos de metabolitos. Analises espectrométricas e cromatograficas devem
ser utilizadas para confirmacdo estrutural e quantificacdo de metabolitos activos com papel

relevante em bioatividade.

3.6.3. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais

a) Materiais e Consumiveis
e Fragdes vegetais obtidas por parti¢do; Pontas descartaveis para micropipetas;
e Cuvetes espectrofotométricas; Papel de aluminio;
b) Reagentes e Solugdes
e 2 2-difenil-1-picril-hidrazilo (radical livre DPPH, grau analitico).
e Metanol; Solugdo de trabalho de DPPH (0,1 mM), preparada por dissolu¢ao de 3,94
mg de DPPH so6lido em 100 mL de metanol.
c) Equipamentos

e Balanga analitica de precisdo; Micropipetas; Vortex; Espetrofotometro UV-Vis.

d) Procedimentos

Para o teste, adicionou-se 2 ml da solu¢gdo de DPPH a aliquotas de 25, 50, 75 ¢ 100 ul das

solucdes dos extractos (preparadas em metanol nas concentracdes desejadas conforme

61



delineamento). Todas as etapas foram conduzidas em luz reduzida, e depois incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente antes da leitura espectrofotométrica a 517 nm, determinou-se
o valor de IC50, ou seja, a concentracao necessaria para neutralizar 50% dos radicais livres
presentes. O ensaio de DPPH permitiu avaliar de modo rigoroso o potencial dos extractos

vegetais em neutralizar radicais livres.

3.6.4. Actividade bioldgica: antimicrobiana quantitativa e concentracio citotéxica

Para esta actvidade tento em conta os ensaios qualitativos e quantitativos, o estudo teve como

alusdo o seguinte lista de organizacgao

a) Materiais e Consumiveis

e Microplacas de 96 pogos: Placas estéreis de poliestireno (fundo em "U" para
microbiologia e fundo plano para cultura celular/MTT).

e Pontas descartaveis estéreis para micropipetas de volumes variaveis (10 pL, 100 pL e
200 pL).

e Tubos de ensaio estéreis (vidro borossilicato).

b) Reagentes e Meios de Cultura Unificados

¢ Dimetilsulféxido (DMSO) a 1% (v/v): co-solvente inerte para reconstituicdo das
fracgdes secas e para a solubilizagdo dos cristais de formazan.

e Solucao salina estéril de cloreto de sodio a 0,9%.

e Meios de Cultivo Microbiologico (Agar Mueller-Hinton, Sabouraud Dextrose, Agar
de Sangue)

e Suspensdes padronizadas de Escherichia coli, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus grupo D, Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis e Candida
albicans.

e Componentes de Cultura Celular e MTT (Linhagem continua de células Vero-células
epiteliais de rim de macaco e frascos de expansao celular)

e Antibidticos (penicilina/estreptomicina); Solucao de Tripsina

e Reagente MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] preparado
em Tampao Fosfato Salino

c) Equipamentos

e (abine de Seguranca Bioldgica; Incubadora de CO: e estufa;

e Leitor de Microplacas: Jarras de anaerobiose; Microscopio optico invertido; Camara
de Neubauer.
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d) Procedimentos
D-1: Microdiluicdo em caldo para determina¢ao da Concentrac¢ao Inibidora Minima

Foi preparada a solugao-mae onde as frac¢des vegetais secas foram pesadas e solubilizada em
solucdo aquosa de Dimetilsulféxido (DMSO) a 1% (v/v). Nas microplacas de 96 pogos,
adicionou-se inicialmente um volume fixo do caldo de cultura estéril especifico para cada

microrganismo em todos os pocos das linhas de ensaio.

Sequencialmente, aliquotas da solucao-mae foram adicionadas aos pogos da primeira coluna
e, através de transferéncias consecutivas de volumes idénticos ao longo da linha, realizaram-
se diluicdes seriadas na razdo de definida. Apos a estruturacdo do gradiente cada poco
recebeu volumes de suspensdes microbianas. Alguns pocos serviram de base para controlo de
qualidade. As microplacas preparadas foram hermeticamente fechadas e incubadas a 37 °C,
respeitando-se escrupulosamente as exigéncias fisioldgicas e de tempo de cada grupo

bioldgico.

Decorrido o tempo de incubagdo, procedeu-se a leitura analitica. A CIM foi definida como a
menor concentragdo da fracdo vegetal capaz de inibir visualmente a 100% o crescimento
microbiano, evidenciada pela total auséncia de turvagcdo no meio ou pela ndo formacao de um

botdo (pellet) de precipita¢ao bacteriana no fundo do pogo.
D-2: Ensaio de citotoxicidade in vitro pelo método do MTT

Células Vero cultivadas foram submetidas ao descolamento enzimatico utilizando uma
solucdo de tripsina. Apos a dissociagdo, a suspensao celular foi homogeneizada, quantificada
instrumentalmente e semeada nas placas de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37 °C
numa incubadora com atmosfera humedecida e enriquecida com 5% de CO; até que as

células aderissem ao substrato de poliestireno.

Apods a verificagdo microscopica da confluéncia, o meio de cultura antigo foi totalmente
aspirado e removido de cada poco. Substituiu-se de imediato por meio de cultura fresco
contendo as diferentes concentragdes seriadas das fraccdes vegetais. Em paralelo, foram
preparados pogos destinados ao controlo negativo (células Vero mantidas apenas em meio de

cultura puro, representando 100% de viabilidade) e controlos do veiculo solvente (DMSO).
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As placas de cultura contendo as células e as respetivas solu¢des de tratamento foram
reintroduzidas na incubadora de CO; a 37 °C, permanecendo sob exposi¢ao continua por um
periodo regulado de 24-48 horas. Concluido o tempo de exposi¢do experimental, adicionou-
se uma aliquota da solucdo de trabalho do reagente MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolio] a todos os pogos.

As placas foram devolvidas a incubadora por um periodo de 2-4 horas. Durante esta etapa, as
enzimas desidrogenases mitocondriais das células metabolicamente activas e viaveis clivaram
o anel de tetrazolio do MTT, convertendo o sal amarelo em cristais intracelulares insoluveis
de formazan de coloragdo roxa. O sobrenadante contendo o meio ¢ o MTT residual foi

removido por aspiragdo cuidadosa para nao deslocar os cristais fixados.

Posteriormente, adicionou-se a solucdo de solubiliza¢do constituida por DMSO a 1% para
romper as membranas celulares e dissolver integralmente os cristais de formazan. Apos
agitacdo mecanica suave na plataforma para homogeneizar a solu¢do roxa resultante, a
densidade oOptica de cada poco foi medida num leitor de microplacas a um comprimento de

onda analitico de 570 nm.

A percentagem de viabilidade celular de cada poco tratado foi calculada através da razdo
entre a sua absorvancia e a absorvancia média obtida nos pogos do controlo negativo ndo
tratado. Os dados percentuais de viabilidade foram modelados através de curvas de regressao
nao-linear de dose-resposta, permitindo determinar graficamente a Concentracdo Citotoxica
(CCso), definida como a concentragdo exata de fracdo vegetal capaz de reduzir a actividade

metabolica ou a populagdo de células Vero a metade (50%).
D-3: Avaliacdo Qualitativa por Difusdo em Disco (antibiograma)

Colonias isoladas e puras de cada microrganismo, obtidas a partir de cepas foram preparadas
as suas suspensoes. A suspensao celular foi homogeneizada no Vortex e a turbidez ajustada
em densitometro ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Este padrdo corresponde
aproximadamente a 1,5%x10®% UFC/mL para bactérias e 1x10°c€lulas/mL para Candida
albicans. Uma zaragatoa estéril foi imersa na suspensdo padronizada, removendo-se o
excesso por compressdo nas paredes do tubo. As placas de Petri contendo meios de cultura
adequados foram inoculadas por técnica de espalhamento em superficie. A zaragatoa foi
friccionada de forma uniforme em trés direcdes diferentes (aproximadamente 60° entre si),

garantindo a formag¢ao de um tapete microbiano homogéneo (lawn) apods incubagao.

64



Discos de papel de filtro estéreis foram impregnados com volumes definidos das solucdes de
extratos vegetais. Os discos foram mantidos em cabine de seguranga biologica até completa
absorcdo e evaporacdo do solvente. Discos contendo apenas o solvente utilizado na
dissolugdo dos extratos e contendo antimicrobianos de referéncia foram usados como

controlos de qualidade.

Apds secagem da superficie das placas inoculadas, os discos foram depositados
assepticamente sobre o agar com auxilio de pinga metalica esterilizada. Cada disco foi
levemente pressionado para assegurar contacto uniforme com o meio, garantindo a difusdo
radial dos compostos. Foi mantida distdncia adequada entre discos e margens da placa para

evitar sobreposi¢ao dos halos de inibigao.

As placas foram incubadas invertidas a 37+0,5°C sob condi¢des apropriadas para cada
microrganismo. Apoés incubagdo, as placas foram examinadas visualmente contra fundo
escuro para avaliacdo dos halos de inibi¢do. Os diametros dos halos foram medidos com

paquimetro, incluindo o diametro do disco (6 mm).
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4. Apresentac¢io dos resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos na pesquisa como as analises
fitoquimicas, actividade antioxidante, actividade antimicrobiana, a citotoxicidade na parte
final a quantificagdo de compostos fendlicos dos extratos vegetais das raizes de Cassia
abbreviata, Colophospermum mopane e Senna petersiana. A apresentagao dos resultados ¢
realizada em funcdo dos objetivos estabelecidos no estudo, sem interpretacdo extensiva,
permitindo uma descricdo objectiva do desempenho biologico e quimico das espécies

investigadas.

4.1.Parte das plantas, nome vernacular, finalidade e formas de preparacio no

contexto dos praticantes da medicina tradicional

As trés espécies estudadas Cassia abbreviata, Senna petersiana e Colophospermum mopane
sdo utilizadas na medicina tradicional a partir das raizes, preparadas predominantemente na
forma de decoto aquoso, recebendo respectivamente os nomes locais Lumanyama,

Nembe-nembe e Mopane/Chanatsi (Chale et al., 2025).

Essa forma de uso estd em consonancia com o conhecimento etnobotanico que descreve o uso
das raizes administradas por via oral em comunidades (Kabuka er al., 2022). Para os
praticantes da medicina tradicional no distrito de Massingir na Provincia de Gaza, regido Sul
de Mocambique, a recolha das partes vegetais observa principios que preservam a

biodiversidade e os rituais estabelecidos pelos ancestrais.

4.2.Composicao fitoquimica dos extractos vegetais das amostras estudadas

4.2.1. Perfil fitoquimico nas fraccoes de extractos da raiz de Cassia abbreviata

Na triagem fitoquimica qualitativa de C. abbreviata, taninos, flavonoides, foram detectados
apenas nos extractos de acetato de etila e aquoso. Esterdides e triterpenodides apresentaram

resultado positivo somente no extractos aquoso.

Nao foram detectados alcaldides nem saponinas em nenhuma das fraccdes analisadas. Esses
resultados evidenciam que a presenga dos principais metabolitos se concentra em extratos de

maior polaridade.
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A Tabela 3 abaixo ilustrada, apresenta os resultados fitoquimicas realizados no extractos da

raiz da planta Cassia abbreviata.

Tabela 3 Prospegao fitoquimica preliminar da Cassia abbreviata

Metabolito

Cassia abbreviata

pesquisados

n-Hexano

Diclorometano

acetato de etila

Aquosa

Taninos -

+

+

Esteroides -

Triterpenoides -

Flavonoides -

+
+
+

Alcaloides -

Saponinas -

Fonte: Autor

Os metabolitos secundarios pesquisados foram identificados por meio de testes quimicos

especificos, cujos resultados s@o indicados por sinais de presenca (+) ou auséncia (-).

4.2.2. Perfil fitoquimico nas fraccdes de extractos da raiz de Senna petersiana

Na triagem fitoquimica de Senna petersiana, os taninos, flavonoides, triterpenoides em os

extractos de acetato de etila e aquoso foram positivos. Para esterdides, apenas o extracto

aquoso demonstrou resultado positivo. Alcaldides nao foram identificados em nenhum dos

extractos analisados. Por fim, as saponinas foram evidenciadas somente na frac¢do aquosa,

através da formacdo de espuma persistente segundo a validagdo do procedimento

metodoldgico. A Tabela 4 abaixo descreve claramente os resultados fitoquimicos realizados a

partir de extractos da raiz da planta S. petersiana.

Tabela 4 Prospecgao fitoquimica preliminar da Senna petersiana

Metabdlito Senna petersiana

pesquisados n-Hexano  Diclorometano Acetato de etila ~ Aquosa
Taninos - - + +
Esterdides - - - +
Triterpenodides - - + T
Flavonoides - - + +
Alcaloides - - - -
Saponinas - - - +

Fonte: Autor
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Os metabolitos secundarios pesquisados foram identificados por meio de testes quimicos

especificos, cujos resultados sao indicados por sinais de presenga (+) ou auséncia (-).

4.2.3. Perfil fitoquimico nas fraccoes de extractos da raiz de C. mopane

Os resultados da triagem fitoquimica para Colophospermum mopane indicaram que taninos
estiveram ausentes nos extractos de hexano e diclorometano. Esteroides e Flavondides foram
identificados exclusivamente no extracto aquoso, enquanto triterpendides apareceram nos
extractos de acetato de etila e aquoso. Nao foram detectados alcaldides em nenhum dos
extractos. Saponinas foram identificadas somente no extracto de acetato de etila. A Tabela 5

abaixo ilustra os resultados fitoquimicos nos extractos de Colophospermum mopane.

Tabela 5 Prospecgdo fitoquimica preliminar da C. mopane

Metabolito Colophospermum mopane
pesquisados n-Hexano  Diclorometano  acetato de etila Aquosa
Taninos - - + I
Esteroides - - - +
Triterpendides - - + +
Flavonoides - - - +
Alcaloides - - - -
Saponinas - - + i}

Fonte: Autor

Os metabolitos secundarios pesquisados foram identificados por meio de testes quimicos

especificos, cujos resultados s@o indicados por sinais de presenca (+) ou auséncia (-).

4.2.4. Comportamento das raizes de S. petersiana, C. mopane e C. abbreviata ao

ambiente ecologico e afinidade com solventes

A andlise dos resultados da triagem fitoquimica qualitativa nas raizes das plantas Senna
petersiana, Colophospermum mopane ¢ Cassia abbreviata revelou um perfil metabodlico
semelhante entre as espécies estudadas, evidenciando a presenca expressiva de compostos de
polaridade crescente em todas amostras. Alcaldides, por outro lado, ndo foram identificados
em nenhuma das espécies avaliadas. Quanto as saponinas, foram detectadas em S. petersiana
e C. mopane, mas nao foram observadas nas amostras de C. abbreviata. Esses achados
ressaltam o potencial fitoquimico compartilhado das espécies da familia Fabaceae abordadas
e sugerem similaridade em seus possiveis efeitos bioldgicos e aplicagdes farmacologicas,

especialmente pelos compostos fendlicos e triterpénicos nas raizes analisadas.
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Tabela 6 comportamento bioquimico das raizes das plantas em estudo

Metabolitos Raizes das plantas

pesquisados Senna petersiana  Colophospermum mopane Cassia abbreviata
Taninos + + +
Esteroides + + +
Triterpendides + + +
Flavonoides + + +
Alcaléides - - -
Saponinas + + -

Fonte: Autor
4.3.Quantificacio da actividade antioxidante por método de sequestro de radical

Este ensaio permitiu estabelecer a capacidade antioxidante de diferentes amostras vegetais,
fornecendo um parametro comparativo entre extractos e guiando a selec¢do de materiais com
elevado conteido de compostos bioactivos para aplicagdo farmacéutica, nutracéuticas ou

cosmética, a revelar a capacidade contra estresse oxidativo (Zocolo et al., 2019).

Ressalta-se que esta determinacdo ¢ relevante, pois o estresse oxidativo resulta de um
desequilibrio entre producao de espécies reactivas de oxigénio e a defesa antioxidante celular,
podendo ser desencadeada por multiplos factores como ambientais, fisiologicos e

patologicos, e ndo apenas por infecgdes microbianas (Yang et al., 2021).

A actividade antioxidante dessas plantas revelam-se de grande importancia em diferentes
areas. No contexto da saude humana, compostos antioxidantes estdo associados a

envelhecimento, e combate a doengas e producdo de farmacos e suplementos.

Na industria alimentar, esses compostos podem actuar como conservantes naturais,
retardando processos de oxidagdo, como o rango de Oleos e gorduras, e substituindo
antioxidantes sintéticos. Na industria cosmética, os antioxidantes desempenham um papel

fundamental na formulac¢do de produtos anti-envelhecimento (Yang ef al., 2021).

Por fim, no ambito da pesquisa cientifica, o estudo da actividade antioxidante permite a
exploracao do potencial medicinal de espécies vegetais nativas. Dessa forma os antioxidantes
tem importancia para o desenvolvimento de produtos destinados a proteccdo celular e
preven¢ao de danos oxidactivos em diferentes contextos biologicos (Assis, 2015). Do estudo

feito foram obtidos os seguintes resultados conforme a grafico (grafico 1).
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Figura 19 Actividade antioxidante das plantas em estudo
Fonte: Autor

4.4.Actividade antimicrobiana e Citotoxicidade

4.4.1. Colophospermum mopane

Na espécie C. mopane os valores de CIM variaram amplamente entre as fracgdes, com
n-hexano apresentando CIM médias elevadas entre 900+£20 pg/mL para E. coli, 927+15
pg/mL em C. albicans e 1072+7 pg/ml em Lactobacillus spp., enquanto a fraccdo EtOAc
apresentou valores substancialmente menores 65+5 pg/mL para E. coli, 67+3 pg/mL para C.
albicans e 77+3 pg/mL em Lactobacillus spp respectivamente. As fraccdes em DCM
mostraram actividade intermedidria de 372+8 pg/mL para E. coli e 402+7 pg/mL para
Lactobacillus spp., e as fracgdes aquosas apresentaram CIM moderadas na faixa de 352-425

pg/mL em todos microorganismos testados.

Os ensaios de MTT em linhagem celular Vero indicaram CCso de 1.200 pg/ml para n-hexano
sendo a mais elevada, 600 pg/ml na fraccao de DCM, 400 pg/ml em EtOAc e 850 pg/mL
para extracto da fraccdo aquosa, sugerindo baixa citotoxicidade , especialmente para
n-hexano e aquoso, € uma boa janela terapéutica para EtOAc, que combina CIM baixas com
CCso de 400 pg/ml, sendo o extracto mais aceitavel para ensaios subsequentes. Os resultados

estdo descritos na tabela 7. Para melhor compreensdo os resultados sobre microorganismos
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testados foram sistematizados os extractos com melhor CIM Seguem em anexo a tabela que

descreve os valores CIM obtidos para fraccdo EtOAc. As fracgdes em acetato de etila

(EtOAc) apresentaram consistentemente os menores valores de CIM, indicando a melhor

actividade antimicrobiana.

Tabela 7 Descrigdo dos valores de CIM e CC50 na espécie de Colophospermum mopane

Tipo de  microorganismo CIM (ng/mL) Média£SD CCso F-value P-value
extracto 1 2 3
n-Hexano E. coli 900 880 920 900 + 20 1200 18.4 0.004
n-Hexano  Candida albicans 940 910 930 927+15 1200 17.2 0.005
n-Hexano S. agalactiae 820 810 830 820+ 10 1200 19.0 0.003
n-Hexano S. group D 980 990 985 985+5 1200 16.8 0.006
n-Hexano  Lactobacillus spp. 1070 1080 1065 1072+ 7 1200 15.9 0.007
n-Hexano G. vaginalis 850 860 845 852+7 1200 18.1 0.004
DCM E. coli 380 365 370 372 £8 600 213 0.002
DCM Candida albicans 400 395 410 402+ 7 600 20.5 0.003
DCM S. agalactiae 345 350 340 345+£5 600 19.8 0.004
DCM S. group D 420 415 430 422+7 600 20.2 0.003
DCM Lactobacillus spp. 460 455 470 462+ 7 600 18.7 0.004
DCM G. vaginalis 365 370 360 365+5 600 21.0 0.002
EtOAc E. coli 65 70 60 65+5 400 235 0.001
EtOAc Candida albicans 68 64 70 67+3 400 22.1 0.002
EtOAc S. agalactiae 60 58 65 61+3 400 24.0 0.001
EtOAc S. group D 72 68 70 70+2 400 21.5 0.002
EtOAc Lactobacillus spp. 80 75 77 77+3 400 22.9 0.001
EtOAc G. vaginalis 65 68 62 65+3 400 23.2 0.001
Aquoso E. coli 385 390 400 392 +£8 850 16.5 0.005
Aquoso Candida albicans 405 400 410 405+5 850 15.9 0.006
Aquoso S. agalactiae 350 360 345 352+7 850 17.0 0.004
Aquoso S. group D 420 430 425 425+ 5 850 16.2 0.005
Aquoso  Lactobacillus spp. 460 470 455 462 +£7 850 18.1 0.004
Aquoso G. vaginalis 365 370 360 365+ 5 850 16.8 0.005

Dessa forma, a sistematizagdo dos valores de CIM permitiu identificar, de maneira clara a

fraccdo mais activa, sendo resumida a tabela especialmente para fraccao EtOAc. Em

conjunto, esses resultados consolidam o perfil antimicrobiano das espécies estudadas e

fornecem base objectiva para interesse em etapas posteriores, como o isolamento de

compostos activos e a confirmagao da eficacia em modelos bioldgicos mais complexos visto

que par este estudo limitou-se em MTT.
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4.4.2. Senna petersiana

Nos extractos de S. petersiana, a mesma tendéncia foi observada, com a fraccdo EtOAc
novamente apresentando os menores valores de CIM entre todas as frac¢des. Para EtOAc, as
CIM médias variaram entre 52,3+2,5 pg/mL para Streptococcus agalactiae e 66,7+1,5 pg/mL
para Lactobacillus spp., enquanto DCM apresentou CIM intermediarias de 35+5 pg/mL na
bactéria de E. coli e 402+7 pg/mL em Lactobacillus spp., ¢ as fracgdes n-hexano e aquosa
mantiveram CIM elevadas acima de 400-1.100 pg/m. As CCso linhagem celular vero foram
de 1100 pg/mL para n-hexano, 500 pg/mL na fraccdo de DCM, 350 ug/mL em EtOAc e 750
pg/mL no extracto da fraccdo aquosa, o que, em conjunto com as CIM, indicaram melhor
relacdo actividade/seguranca para a fracdo EtOAc, seguida pela fraccdo DCM. Os resultados
das outras frac¢des testadas encontram-se evidenciadas na tabela 13 dos anexos. Mais abaixo
evidenciou-se a tabela de resultados da fracgdo mais activa para os microorganismos testados

(Tabela 8).

Tabela 8 Descricao dos valores CIM e CC50 na espécie de Senna petersiana

Tipo de microorganismo CIM (pg/mL) Média=SD CCso F-value P-value
extracto 1 2 3
n-Hexano E. coli 1000 1020 1010 1010 £ 10 1100 17.5 0.005
n-Hexano Candida albicans 1050 1040 1060 1050 £ 10 1100 16.8 0.006
n-Hexano S. agalactiae 900 910 895 902 £7 1100 18.2 0.004
n-Hexano S. group D 1100 1085 1090 1092 £8 1100 17.0 0.005
n-Hexano Lactobacillus spp. 1200 1180 1195 1192 + 10 1100 16.5 0.006
n-Hexano G. vaginalis 950 960 945 952 +7 1100 17.8 0.004
DCM E. coli 336 340 330 335+£5 500 20.2 0.003
DCM Candida albicans 352 345 355 350+ 5 500 19.8 0.004
DCM S. agalactiae 302 310 300 304+5 500 21.0 0.002
DCM S. group D 369 360 375 3687 500 20.5 0.003
DCM Lactobacillus spp. 403 410 395 402 +7 500 19.2 0.004
DCM G. vaginalis 319 320 315 318£3 500 21.5 0.002
EtOAc E. coli 56 60 55 57+2.5 350 22.0 0.001
EtOAc Candida albicans 58 60 55 57725 350 21.5 0.002
EtOAc S. agalactiae 50 52 55 523+2.5 350 23.0 0.001
EtOAc S. group D 62 60 58 60+2 350 22.8 0.001
EtOAc Lactobacillus spp. 67 65 68 66.7+ 1.5 350 21.9 0.002
EtOAc G. vaginalis 54 55 56 55+1 350 22.1 0.002
Aquoso E. coli 448 450 455 451+3.5 750 16.5 0.005
Aquoso Candida albicans 470 465 475 470£5 750 15.8 0.006
Aquoso S. agalactiae 403 400 405 402.7+2.5 750 17.0 0.004
Aquoso S. group D 490 495 485 490+ 5 750 16.2 0.005
Aquoso Lactobacillus spp. 538 540 535 537.7+£2.5 750 18.1 0.004
Aquoso G. vaginalis 426 430 420 4253+5 750 16.8 0.005
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Os resultados referentes a S. petersiana evidenciam um padrao distinto de resposta dos
microrganismos, no qual determinadas combinagdes extracto-microorganismos se mostram

particularmente relevantes para futuras investigagdes.

A distribui¢do dos valores de CIM revela ndo apenas a presenca de compostos com potencial
efeito antimicrobiano, mas também possiveis especificidades de actuacao frente a diferentes
grupos microbianos, oferecendo subsidios para direcionar estudos posteriores de
fraccionamento fino, caracterizacdo estrutural e avaliacdo in vivo dos constituintes mais

promissores.

4.4.3. Cassia abbreviata

Na C. abbreviata, a fraccdo EtOAc também foi a mais activa, com CIM médias entre 59+1
pg/mL para Streptococcus agalactiae e 77+1 ng/mL para Lactobacillus spp., enquanto DCM

apresentou CIM entre 317-421 ng/mL em todos microorganismos testados.

As fracg¢des n-hexano apresentaram CIM na faixa de 792-1.056 pg/mL, e as frac¢des aquosas
situaram-se entre 360-480 pg/ml, indicando menor eficdcia antimicrobiana quando
comparadas a EtOAc. Os valores de CCso para C. abbreviata foram de 1250 pg/mL para
n-hexano, 650 pg/mL no DCM, 420 pg/mL em EtOAc e 900 pg/mL para solugdo aquosa,
reforgando que EtOAc foi fracgdo com melhor compromisso entre poténcia antimicrobiana e

citotoxicidade promissora em linhagem celular estudada pelo MTT.

Os resultados das outras frac¢des testadas encontram-se evidenciadas na tabela 15 dos
anexos. Mais abaixo evidenciou-se a tabela de resultados da frac¢do mais activa para os

microorganismos testados (Tabela 9)
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Tabela 9 Descri¢do dos valores de CIM e CC50 na espécie de Cassia abbreviata

Tipo de microorganismo CIM (pg/mL) Média=SD CCso F- P-
extracto 1 2 3 value value
n-Hexano E. coli 880 890 875 882+ 7 1250 18.0 0.004
n-Hexano Candida albicans 924 910 935 923 £12 1250 17.5 0.005
n-Hexano S. agalactiae 792 800 785 7927 1250 19.0 0.003
n-Hexano S. group D 968 960 970 966 + 5 1250 16.8 0.006
n-Hexano Lactobacillus spp. 1056 1060 1048 1054.7 £ 6 1250 15.9 0.007
n-Hexano G. vaginalis 836 840 830 8353+5 1250 18.1 0.004
DCM E. coli 352 360 355 355.7+4 650 21.3 0.002
DCM Candida albicans 369 365 375 369.7+5 650 20.5 0.003
DCM S. agalactiae 317 320 315 317.3+£2.5 650 19.8 0.004
DCM S. group D 387 390 380 385.7+5 650 20.2 0.003
DCM Lactobacillus spp. 421 425 415 4203 +5 650 18.7 0.004
DCM G. vaginalis 334 335 330 333+2.9 650 21.0 0.002
EtOAc E. coli 64 65 63 64 + 1 420 23.5 0.001
EtOAc Candida albicans 67 66 65 66 + 1 420 22.1 0.002
EtOAc S. agalactiae 58 60 59 59+ 1 420 24.0 0.001
EtOAc S. group D 71 70 69 70 + 1 420 21.5 0.002
EtOAc Lactobacillus spp. 77 78 76 77+ 1 420 22.9 0.001
EtOAc G. vaginalis 65 66 64 65+ 1 420 23.2 0.001
Aquoso E. coli 400 405 395 400+ 5 900 16.5 0.005
Aquoso Candida albicans 420 425 415 420+ 5 900 15.8 0.006
Aquoso S. agalactiae 360 365 355 360+ 5 900 17.0 0.004
Aquoso S. group D 440 445 435 440 + 5 900 16.2 0.005
Aquoso Lactobacillus spp. 480 485 475 480+ 5 900 18.1 0.004
Aquoso G. vaginalis 380 385 375 380+5 900 16.8 0.005

Fonte: Autor

Para C. abbreviata, o conjunto de valores de CIM aponta para um perfil de sensibilidade que
complementa o observado nas demais plantas, contribuindo para um panorama mais
abrangente da actividade antimicrobiana no grupo estudado. Observa-se que a resposta dos
microrganismos aos extractos testados sugere a presenca de metabdlitos com modos de acgdo
possivelmente diferenciados, o que torna esta espécie particularmente relevante para integrar
painéis comparativos e apoiar a selecdo racional de candidatos a futuros ensaios

farmacologicos.
4.5.Perfis cromatograficos dos extractos vegetais das plantas em estudo

A andlise por LC-MS das frac¢des de raiz de Colophospermum mopane, Senna petersiana e
Cassia abbreviata permitiu observar multiplos picos no intervalo de gradiente estabelecido,
confirmando a presenga de uma mistura complexa de metabodlitos fenodlicos e outros
compostos secundarios. Nos cromatogramas de HPLC das fraccdes de EtOAc, obtidos em

coluna C18 com deteccdo em 280 e 320 nm, destacaram-se trés picos maioritarios com
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tempos de reteng¢ao aproximados de 3, 5, 7 minutos, correspondentes a compostos fendlicos

chave que foram posteriormente quantificados comparando-se com padrdes auténticos.
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Figura 20 Representagdo cromatogrdfica dos compostos das espécies em estudo

Fonte: Autor

A HPLC ¢ realizada de modo a obter uma caracterizagao precisa, sensivel e confiavel dos
constituintes bioactivos presentes nos extractos vegetais. Com 1isso, torna-se possivel
compreender quais moléculas especificas estdo associadas as actividades biologicas

observadas, como a ac¢ao antioxidante e antimicrobiana.

Do ponto de vista cientifico, a utilizacdo de HPLC ¢ fundamental para estabelecer relagdes
entre composicao quimica e actividade bioldgica, permitindo correlacionar determinados
compostos com os efeitos observados nos ensaios experimentais. Além disso, contribui para a
padronizagdo dos extractos, garantindo reprodutibilidade e qualidade. A quantificagdo por
HPLC das fragcdes EtOAc revelou teores relevantes de acidos fendlicos e flavonoides nas trés

espécies estudadas segundo a tabela 10 abaixo.
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Tabela 10 Compostos identificados em compostos fendlicos nas espécies na fracgdo activa

Planta Acido galico Catequina Quercetina  Acido elagico
(M () 3) “4)

Colophospermum mopane  15.2+0.8 12.5+0.5 8.4+0.6 6.7£0.4

Senna petersiana 13.8+0.7 11.9+0.4 7.6+0.5 5.9+0.3

Cassia abbreviata 14.5+0.6 12.1+0.5 8.0+0.4 6.2+0.4

Fonte: Autor

Para os constituintes maioritarios identificados nas frac¢des de acetato de etilo (EtOAc) das
plantas em estudo, apresentam-se abaixo as respetivas estruturas quimicas correspondentes

formulas moleculares e classes fitoquimicas:

Figura 21 compostos identificados

Fonte: Resultados do estudo (2025)

e Acido Galico com férmula molecular C7HgOs pertencente a classe de Acido fenolico.
e (Catequina com féormula molecular C15H140¢ pertencente a classe de Flavonodide
e Quercetina com formula molecular CisHioO7pertencente a classe de Flavonoide

e Acido Elagico com formula molecular C14HsOspertencente a classe Polifenol
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5. Analise e discussiao dos resultados

Este capitulo ¢ dedicado a interpretacao critica, contextualizagdo e discussdo aprofundada dos
dados experimentais obtidos ao longo da investigacdo. Apds a apresentacdo sistematica dos
resultados brutos no capitulo precedente, procede-se aqui a articulacdo cientifica entre o
perfil fitoquimico, actividade antioxidante, o potencial antimicrobiano e a citotoxicidade in
vitro demonstrados pelas frac¢des das raizes de Cassia abbreviata, Colophospermum mopane

e Senna petersiana.

A discussao fundamenta-se na correlagdo entre a afinidade quimica dos metabdlitos
secundarios frente aos solventes de extracao utilizados e os mecanismos adaptativos
bioldgicos. Para além disso, os perfis observados sdo amplamente discutidos a luz de
determinantes ecologicos. Por fim, os pardmetros de eficacia quantitativa (CIM) obtidos face
a microrganismos clinicamente relevantes sdo confrontados com os indices de seguranca
celular (CCso). Esta andlise integrada permite delimitar a selectividade terapéutica preliminar
e a robustez estatistica dos ensaios, validando cientificamente o uso etnomedicinal tradicional

destas espécies perante as abordagens farmacolégicas.

5.1. Dindmica de solubilidade e distribuicdo das classes quimicas nas raizes

5.1.1. Cassia abbreviata

A distribuicdo dos metabolitos observada na raiz de Cassia abbreviata € coerente com a
natureza quimica dessas classes e com o “comportamento” esperado frente a polaridade dos
solventes usados. A negatividade ou positividade indica que os principais constituintes da
raiz de C. abbreviata sao predominantemente polares e/ou semi-polares, com baixa afinidade
por solventes apolares, o que € consistente com estudos que descrevem a espécie como rica
em taninos, fenodis e flavonodides em extractos hidroalcoolicos tanto aquosos da raiz e casca

(Kabuka et al., 2022).

A positividade para taninos nos extractos de acetato de etila e aquoso se justifica pelo
caracter altamente polar dessas substancias, que apresentam multiplos grupos hidroxilos
capazes de formar ligacdes de hidrogénio com solventes polares. Taninos condensados e
hidrolisaveis isolados de C. abbreviata sdo mais eficientemente extraidos por agua, etanol ou

solu¢dao de ambos (Chinsembu et al., 2019).
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O mesmo raciocinio se aplica aos flavonoides, detectados no extracto da respectivas fraccdes.
A positividade de flavondides nessas fraccdes esta alinhada com o perfil relatado para a
espécie, em que extractos de polaridade elevada concentram flavondides associados a

actividades antiplasmoédica, antioxidante e antimicrobiana (Nozo et al., 2023).

A deteccdo de esterdides e triterpenodides exclusivamente no extracto aquoso, € ndo nas
fracgdes pode parecer contraintuitiva a primeira vista, ja que esses grupos sao classicamente
descritos como menos polares. No entanto, estudos com C. abbreviata mostram que esterois e
triterpenos podem estar presentes na forma de glicosideos ou associados a matrizes ricas em

polifendis, o que aumenta sua solubilidade em sistemas mais polares (Kabuka et al., 2022).

Além disso, os ensaios colorimétricos empregados na triagem fitoquimica geralmente sdo
realizados sobre a frac¢do residual mais polar (ex. aquosa), onde esses metabolitos podem se
concentrar apos particdes sucessivas, mesmo que parte deles seja extraida inicialmente com

solventes menos polares.

Assim, a positividade apenas no extracto aquoso sugere que, na raiz estudada, esterdides e
triterpendides se encontram em menor quantidade e preferencialmente ligados a componentes
mais polares, sendo pouco recuperados em n-hexano e diclorometano nas condicdes

experimentais (Yang et al., 2021).

A auséncia de alcaldides e saponinas em todas as fracgdes indica que essas classes quimicas,
se presentes, ocorrem em niveis muito baixos ou sdo realmente pouco representativas na raiz
de C. abbreviata. Estudos fitoquimicos prévios relatam que alcaldides ndo sdo predominantes

na espécie estudada (Lobo et al., 2024).

Da mesma forma, saponinas sdo relatadas com maior frequéncia em folhas e cascas de outras
espécies de Cassia e ndo necessariamente em raizes, o que pode explicar a negatividade
observada na amostra analisada. E importante considerar, também, que a sensibilidade dos
testes qualitativos € limitada: concentragdes muito baixas de alcaldides ou saponinas podem
ndo gerar resposta positiva, mesmo que tracos estejam presentes (Nozo et al., 2023; Yang et

al., 2021).

Salienta-se que Cassia abbreviata é caracterizada na literatura por um perfil rico em taninos,

fendis e flavonodides, com associacdo dessas classes a actividades antidiarreica,
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antimicrobiana, anti-inflamatoria e antimaldrica, especialmente em extractos de raiz e casca

preparados com agua e/ou etanol (Kabuka et al., 2022).

Os resultados da prospecc¢do fitoquimica confirmam este padrdo, para este estudo especifico
concentrando taninos e flavondides em extractos de maior polaridade e mostrando que as

frac¢des apolares sao quimicamente menos complexas dentro das classes avaliadas.

As diferengas observadas entre positividade e negatividade nas fracgdes refletem, portanto, a
combinagdo de factores como polaridade dos solventes, forma quimica dos metabdlitos
(livres ou glicosilados), afinidade por ligagdes de hidrogénio e a especializagdo metabdlica de

Cassia abbreviata, que privilegia a sintese de compostos fenolicos polares em suas raizes

5.1.2. Senna petersiana

A distribuicdo dos metabolitos na raiz da planta Senna petersiana mostra um padrao
fortemente dependente da polaridade dos solventes, semelhante ao observado para outras
Fabaceae ricas em compostos fendlicos. Em espécies de Senna e Cassia, taninos, flavonoides
e saponinas sdo descritos predominantemente em extractos hidroalcodlicos e aquosos de

raizes e cascas, reforcando a coeréncia desse género (Kabuka et al., 2022).

A positividade de taninos em extractos com polaridade elevada confirma o caracter altamente
polar em polifendis, ricos em grupos hidroxila e, portanto, mais soluveis em solventes polares

ou semi-polares (Lian ef al., 2024).

A positividade para taninos no extracto de n-hexano pode refletir arraste de pequenas
quantidades de compostos fenolicos mais hidrofobicos (por exemplo, taninos ligados a
fraccgdes lipidicas e associados a matrizes resinosas) ou limitagdes da especificidade do ensaio
colorimétrico em matrizes ricas em substancias apolares, o que, em triagens qualitativas,

pode gerar respostas fracas ainda classificadas como positivas.

Embora esterdides e triterpenos sejam classicamente descritos como menos polares, em
muitas espécies de Senna esses grupos ocorrem sob a forma de glicosideos ou associados a
matrizes ricas em polissacarideos e polifendis, o que aumenta sua solubilidade em sistemas

polares dificultando sua extraccdo com hexano ou diclorometano (Kabuka et al., 2022).

A presenga da classe de triterpendides em acetato de etila considerada de polaridade elevada,

junto da fraccdo aquosa indica que compostos esta em formas semi-polares, captadas por
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solventes intermedidrios, enquanto uma fraccdo mais hidrofilica (por exemplo, tritérpenos

glicosilados) permanece retida no extracto aquoso.

A detecgdo exclusiva de esterdides no extracto aquoso sugere baixa abundancia e maior
afinidade com a fase polar, possivelmente por estarem conjugados a agucares. Flavondides,
assim como em outras espécies do género Senna, foram encontrados apenas nos extractos de
frac¢des de acetato de etila e aquosa, reforcando o caracter de semi-polaridade a polar dessas
moléculas, que geralmente apresentam multiplos grupos hidroxilas ou glicosilados (Senigalia

et al., 2020).

Em raizes de Fabaceae medicinais como as estudadas, flavonodides associados a actividades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas sdo quase sempre descritas em extractos
hidroalcoodlicos e aquosos, com recuperacdo limitada em solventes apolares como

evidenciado em estudos semelhantes (Kabuka et al., 2022).

A negatividade nos extractos de n-hexano e diclorometano indica que a maior parte da
fraccdo permanece na porcao polar da matriz, o que reforga a escolha de dgua e solventes de

maior polaridade para estudos de bioactividade.

A auséncia de alcaldides em todos as frac¢des indica que essa classe, se presente, ocorre em
niveis muito baixos na raiz de S. petersiana ou pouca afinidade com os solventes e tipos de
ensaios realizado. Os alcaldides s@o pouco frequentes ou restritos a tecidos especificos, o que

pode explicar a negatividade na raiz da amostra vegetal estudada.

Por outro lado, a detec¢do de saponinas exclusivamente no extracto aquoso, evidenciada pelo
teste de espuma, € consistente com a alta polaridade dessas moléculas, que apresentam forte
afinidade por agua e baixa solubilidade em solventes organicos apolares (Kabuka et al.,

2022).

Em Fabaceae, saponinas em raizes estdo associadas a efeitos antifungicos, hemoliticos e
moduladores de permeabilidade de membrana, e sdo sempre relatadas em extractos aquosos

ou hidroalcodlicos (Senigalia ef al., 2020).

Em conjunto, os resultados da Tabela 6 mostram que a raiz de Senna petersiana concentra a
maior parte de sua diversidade de metabdlitos secundarios nos extratos mais polares,

enquanto as fracgdes apolares sdo quimicamente pobres nas classes avaliadas.
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Esse padriao estd de acordo com o que se conhece para Fabaceae medicinais, em que 0s
metabolitos bioactivos responsaveis por actividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antioxidante sdo predominantemente polares e mais bem recuperados por agua, etanol e
solventes de polaridade intermediaria. Do ponto de vista farmacognostico, a triagem confirma
que estudos biolodgicos e de padronizagdo fitoquimica de Senna petersiana devem se
concentrar nos extractos hidroetandlico e aquoso, que retém a frac¢ao mais rica e diversa em

compostos de interesse farmacoldgico.

5.1.3. Colophospermum mopane

Os resultados da triagem fitoquimica da raiz da planta Colophospermum mopane revela de
forma clara que os principais metabolitos secundarios concentram-se em extractos de
polaridade intermediaria e alta. Esse comportamento ¢ compativel com o perfil descrito para
C. mopane e outras Fabaceae arboreas, onde sdao evidenciados preferencialmente por
solventes polares e semi-polares, estando pouco representados em solventes muito apolares

(Ayoka et al., 2022).

Em espécies lenhosas africanas, como C. mopane, taninos condensados pode ser o caso de
proantocianidinas sdo especialmente abundantes em raizes e sdo tipicamente extraidos por
agua, etanol e acetato de etila, confirmando que a frac¢do permanece retida nos extractos

mais polares (Nozo ef al., 2023).

A negatividade nas frac¢des ndo indica auséncia desses compostos na planta, mas sim sua
baixa solubilidade em meios apolares, o que € esperado para macromoléculas fenélicas. O
facto de esterdides aparecerem apenas no extracto aquoso, e triterpenoides surgirem tanto em
acetato de etila quanto em dagua, sugere que, em C. mopane, esses compostos ocorrem
maioritariamente em formas conjugadas ou associadas a matrizes polares (Mudenda ef al.,

2024).

Em outras espécies de Fabaceae, flavonodides em raizes ligados a aglicares apresentam grande
afinidade por agua e solventes hidroalcodlicos, enquanto flavonoides menos hidroxilados

tendem a aparecer em acetato de etila.

No caso de C. mopane, a auséncia de resposta em acetato de etila indica que os marcadores
como flavondides relevantes estdo fortemente polarizados, sendo retidos quase integralmente

no extracto aquoso. Esse padrdo ¢ coerente com o uso tradicional de decotos de raizes de
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mopane (vulgarmente conhecido em Mogambique) para tratar infecgdes, uma vez que tais

preparagdes captam justamente os componentes mais hidrossoltveis (Nozo ef al., 2023).

A auséncia de alcaloides em todos os extractos sugere que essa classe, se presente esta em
quantidade abaixo do limite de deteccdo dos ensaios qualitativos. As saponinas, identificadas
no extracto de acetato de etila, indicam que, nessa espécie, a fraccdo saponinica mais
detectavel possui caracter semipolar, mas também nao totalmente hidrofilico a ponto de ser
facilmente revelado no extrato aquoso pelos testes empregados. Saponinas triterpénicas
podem apresentar variagdo ampla de polaridade conforme o nimero e o tipo de agucares
ligados, o que explica sua melhor extracgdo em solventes intermediarios, como acetato de

etila ou butanol (Mudenda et al., 2024).

De forma geral, a prospecg¢ao fitoquimica da raiz de Colophospermum mopane evidencia uma
predominancia de metabdlitos secundarios em extratos de polaridade intermedidria e alta.
Esse padrao ¢ tipico de Fabaceae usadas na medicina tradicional africana e refor¢a que as
preparagdes mais proximas do uso popular (decotos aquosos), sao as que melhor concentram
os constituintes bioactivos associados a actividades bioldgicas. Para fins farmacogndsticos e
de padronizagdo, os dados indicam que estudos futuros de bioatividade e fracionamento
devem priorizar os extractos de acetato de etila e o extracto aquoso, que retém a por¢ao mais

rica e representativa do potencial terapéutico de C. mopane.
5.2. Factores de estresse ambiental na biossintese de compostos

A triagem fitoquimica de S. petersiana, C. mopane e C. abbreviata refor¢a evidenciando
concentracdes mais elevadas de classes quimicas como taninos, flavondides, triterpendides e
saponinas. Embora combinagdes entre solventes polares e apolares possam optimizar o
rendimento global da extraccao, a literatura destaca que € nos solventes com maior polaridade
que se concentram o0s compostos com maior eficacia antioxidante e antimicrobiana,

evidenciado pelos resultados desta pesquisa.

A andlise desses resultados deve considerar factores ambientais, fisiologicos e metodologicos
que influenciam directamente no perfil quimico das plantas. Plantas provenientes de regides
tropicais e semidridas, especialmente aquelas desenvolvidas em solos vermelhos sob elevadas
temperaturas, frequentemente apresentam alteracdes qualitativas e quantitativas nos seus
metabolitos devido ao estresse ambiental, disponibilidade hidrica, intensidade luminosa e

composi¢ao mineral do solo como determinantes na qualidade de resultados.
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Nesses ambientes, ¢ comum ocorrer aumento da sintese de compostos bioactivos como
mecanismos adaptativos de defesa. Além disso, o processo de extraccdo exerce papel
determinante nos resultados. O método, o solvente de extrac¢do aplicado, a proporgao
solvente/matriz vegetal e as condi¢gdes ambientais durante o preparo influenciam ndo apenas

o rendimento, mas também o perfil de compostos presentes nos extractos (Ayoka et al., 2022)

Adiciona-se a isso o polimorfismo intraespecifico conceituado como variagdes genéticas
entre populacdes da mesma espécie podem ocasionar diferengas no conteudo de metabdlitos
secundarios, refletindo em variabilidade na actividade antioxidante e no perfil fitoquimico,

facto observado na espécie de Senna petersiana e Cassia abbreviata (Braca et al., 2018).

De forma integrada, os resultados confirmam a importancia do uso de solventes polares para
a extrac¢do de compostos antioxidantes e antimicrobianos potentes, como taninos,

flavonoides e saponinas, os quais se mostram pouco presentes em frac¢des apolares.

A predominancia de triterpendides, taninos entre compostos nas frac¢des aquosas € em
acetato de etila, estd em consonancia com estudos de espécies afins, refor¢gando um padrao
fitoquimico caracteristico. Por fim, a auséncia de alcaldides em todos os extractos analisados
indica uma especificidade metabolica da espécie, contribuindo para a consolidagdo de seu

perfil quimico caracteristico (Nozo et al., 2023).

Quando se consideram os factores ambientais especificos de Massingir, a interpretacdo dos
perfis fitoquimicos ganha uma dimensao ecologica relevante com estagdo seca prolongada,
temperaturas meédias anuais elevadas, alta radiagdo solar e forte sazonalidade na
disponibilidade de agua. Nessas condi¢des, plantas lenhosas de savana, como S. pefersiana,
C. mopane e C. abbreviata, sdo frequentemente expostas a estresse hidrico, calor e radiacdo
UV intensos, o que induz a sintese e o acimulo de metabolitos secundarios de defesa,

especialmente polifenois antioxidantes como taninos, flavonoides e terpenoides.

Estudos em espécies arboreas africanas mostram que populagdes submetidas a maior
insolacdo e déficit hidrico tendem a apresentar maiores teores de taninos condensados e
flavonoides em raizes e cascas, justamente para prote¢do contra radicais livres, dano

oxidactivo e herbivoria em ambientes adversos (Braca et al., 2018).
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A natureza dos solos de Massingir também contribuem para esse cenario. Solos vermelhos,
arenosos a franco-arenosos, bem drenados, pobres em matéria organica sao tipicos de

ecossistemas no local do (Coronel, 2019).

Em tais condig¢des, o estresse nutricional e hidrico em conjunto para redirecionar recursos
metabolicos do crescimento para a defesa quimica, plantas investem mais em compostos
como taninos, flavonoides, triterpenos e saponinas, que conferem resisténcia a patdgenos,

insectos e herbivoros mamiferos, além de aumentar a tolerancia a UV (Araujo et al., 2025).

O periodo de colheita ¢ o estadio fenotipico das plantas sdo outros factores criticos a
considerar o perfil fitoquimico das plantas medicinais. Estudos com Cassia e Senna
evidenciam que a presenca de principios activos identificados pode variar significativamente
entre estacdo chuvosa e seca, bem como entre fases vegetativa, reprodutiva e de frutificacao
(Silva, 2021), ndo sendo aconselhavel a fazer estudos de partes vegetais nos periodos de

frutificagao.

Em geral, as raizes colhidas no final da estagdo seca ou em periodos de maior estresse hidrico
apresentam teores mais elevados de polifendis e triterpenos, como resposta adaptativa a
combinagdo de calor, déficit hidrico e maior pressdo de herbivoria em condigdes de escassez

de forragem.

Além disso, a idade do individuo (plantas jovens em comparagdo com plantas adultas), a
profundidade da raiz amostrada (raizes superficiais e pivotantes) e o historico de disturbios
(fogo, pastoricia, cortes repetidos) podem modular o acimulo de metabolitos: plantas
repetidamente danificadas tendem a acumular mais taninos e saponinas em tecidos de
reserva como raiz, para desencorajar novos ataques, o que compromete a biodiversidade

vegetal (De oliveira, 2023; Mpofu et al., 2025).

Por fim, o polimorfismo intraespecifico e a adaptacdo local das populagdes também precisam
ser considerados. Estudos em Fabaceae lenhosas demonstram a existéncia de subtipos
quimicamente diferenciados dentro da mesma espécie, associados a diferengas genéticas e
epigenéticas entre populagdes que ocupam gradientes de clima, solo e regime de fogo

distintos (Nyambo ef al., 2023).

Em regides semidridas, populacdes que sobrevivem a ciclos prolongados de seca, altas

temperaturas e solos pobres tendem a ser selecionadas por maior capacidade de sintese de
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compostos de defesa, resultando em perfis quimicos mais “carregados” em taninos,

flavonoides e triterpenos do que aqueles observados em ambientes mais himidos e férteis.

Nesse contexto, o padrao comum observado nas trés espécies colhida no distrito de Massingir
forte presenca de compostos fendlicos e triterpenos em extractos polares e solventes apolares
quimicamente pobres e auséncia de alcaldides, pode ser entendido como uma assinatura
ecoldgica e genética do conjunto planta-ambiente, mais do que apenas um reflexo do

“potencial genérico” das espécies em condi¢des controladas.
5.3. Correlacio entre a polaridade dos solventes e o potencial antioxidante

Os resultados da actividade antioxidante observados para as raizes de Cassia abbreviata,
Colophospermum mopane ¢ Senna petersiana confirmam a coeréncia entre o perfil
fitoquimico obtido e o desempenho no ensaio de sequestro de radicais livres (Assis, 2015;

Zocolo et al., 2019).

Os extractos aquosos apresentaram os maiores percentuais de inibicao (84,2% para Cassia
abbreviata, 67,3% para Colophospermum mopane ¢ 77,4% Senna petersiana, enquanto 0s
extractos em acetato de etila exibiram actividade intermedidria a alta, com destaque para C.
abbreviata (67,9%), seguidos de valores relevantes em S. petersiana (55,9%) e C. mopane
(49,9%), o que ¢ consistente com a ideia de que solventes mais polares concentram

compostos antioxidantes mais eficazes (Aguiar et al., 2021; Dias et al., 2017).

Esse comportamento corrobora com a literatura que aponta os solventes polares,
especialmente a fraccdo aquoso e acetato de etila, como mais eficientes na extraccao de
compostos fenolicos e flavonoides, sendo considerados os principais contribuintes para a
actividade antioxidante em extractos vegetais, tal como discutido por Assis (2015). Aguiar et
al. (2021) relata que extractos de acetato de etila e aquosos frequentemente apresentam teores
elevados de polifendis e que had forte correlagdo entre esses teores o que explica a
superioridade dos extractos aquosos € o bom desempenho dos extractos de acetato de etila

nas trés espécies avaliadas.

Casanova & Costa (2017) e Tolentino Junior et al. (2021) reforcam que essa predominancia
de compostos fendlicos em extractos de polaridade elevada se traduz em maior potencial de

aplicagdo em formulagdes nutracéuticas, farmacéuticas e cosméticas voltadas a neutralizacao
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de radicais livres, cenario no qual os resultados obtidos nesta pesquisa se enquadram de

forma evidente.

A interpretacdo integrada indica que a actividade antioxidante medida pelo ensaio de DPPH
apresenta forte correlagdo com a presenca e a concentracdo de compostos fendlicos, classes
cuja extracao ¢ favorecida justamente pelos solventes utilizados como aquoso e acetato de

etila (Nozo et al., 2023).

Esses autores salientam que a maior solubilidade de metabolitos antioxidantes em solventes
polares resulta em percentuais de inibicdo mais expressivos, o que coincide com os valores

elevados encontrados nos extractos das trés Fabaceae em estudo.

Aguiar et al. (2021) reforcam ainda a correlagdo positiva entre o perfil fitoquimico rico e a
capacidade antioxidante em espécies da familia Fabaceae, o que apoia a interpretacao de que
as raizes de C. abbreviata, C. mopane ¢ S. petersiana seguem o padrdo farmacologicamente
aceite. Os achados discutidos nesta obra cientifica, a luz de Nozo et al. (2023), confirmam
que extractos preparados com solventes de maior polaridade concentram os metabdlitos
secundarios mais activos do ponto de vista antioxidante, reforcando a pertinéncia de

empregar agua e acetato de etila solventes polares.

A escolha adequada do solvente ¢ determinante para o rendimento e o perfil quimico dos
extractos, o que justifica a superioridade das fracgdes polares observada neste estudo. Em
consonancia com Chandimali et al. (2025), o isolamento e elucidagdo estrutural dos
compostos bioativos responsaveis pela actividade antioxidante, com vistas a validacao

farmacologica e ao desenvolvimento de produtos a base dessas espécies deve ser evidente.

Essa caracteristica reflecte uma forte capacidade dessas plantas em neutralizar radicais livres
e proteger as células contra danos oxidactivos, sugerindo, portanto, um relevante potencial
fitofarmacoldgico. Dessa forma, essas espécies mostram-se promissoras como candidatas
para aplicacdo no desenvolvimento de medicamentos naturais/fitoterapicos e/ou outros

produtos cosméticos.
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5.4.Avaliacio da actividade antimicrobiana e citotoxicidade

Os valores de CIM obtidos para as fraccdes EtOAc de Colophospermum mopane, Senna
petersiana e Cassia abbreviata revelam uma forte actividade antimicrobiana similar

encontrada em outras plantas em ensaios de microdilui¢do (Matotoka et a/, 2023).

Em estudos com Cassia abbreviata e outras espécies usadas em infecdes respiratorias, CIM
relevantes frequentemente situam-se na faixa de 160-630 pg/mL contra Escherichia coli,
enquanto para este estudo as CIM variam de 55-60 pg/ml, portanto numa ordem de grandeza
igual ou mais potente do que muitos extractos. Esta diferenca sugere que as raizes das
espécies concentram compostos bioativos com eficacia comparavel a de extractos de folhas

(Matotoka et al., 2023).

Quando se analisa a relagdo entre CIM e citotoxicidade, as fraccdes EtOAc apresentam um
perfil favoravel, com CCso entre 350-420 pg/mL para as trés espécies, valores pelo menos 4 a
7 vezes superiores as respetivas CIM médias (razdo CCso/CIM), revelando uma janela
promissora para esta frac¢do. Esta janela ¢ compativel com o que tem sido descrito como
“janela terapéutica promissora” em estudos que combinam ensaios antimicrobianos ¢ MTT
em células Vero, nos quais extractos com CIM< 0,5-1 mg/mL e auséncia de toxicidade
significativa até 0,1 mg/mL sdo considerados candidatos a desenvolvimento farmacéutico

(Matotoka et al., 2023).

Em paralelo, trabalhos que avaliaram extractos ricos em compostos fendlicos e terpenos,
como o extracto metanolicos de sementes de Mirabilis jalapa, mostram citotoxicidade mais
marcada apenas em concentragdes da ordem de 5-10 pg/mL em linhagens tumorais, o que
reforca que CCso na faixa de centenas de pg/ml, como observado em frac¢des de EtOAc, ¢

consistente com um perfil de seguranca relactivo em contexto in vitro (Atrooz et al., 2024).

Com os resultados de todas frac¢des estudadas das trés espécies evidenciados nas tabelas 11,
tabela 12 e tabela 13 do anexo V neste estudo, sugerem que Senna petersiana tende a exibir
as menores CIM médias para a maioria dos microrganismos testados segundo dados
tabelados para Streptococcus agalactiae e para Gardnerella vaginalis, enquanto as CCso se

mantém iguais ou ligeiramente superiores em C. abbreviata.

Padrdes semelhantes de maior poténcia antimicrobiana associada a baixa citotoxicidade

foram relatados para extratos de folhas de S. petersiana usados contra patdogenos
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respiratorios, nos quais CIM baixo e viabilidade celular preservada em THP-1 e vero foram

interpretados como evidéncia de boa relacao eficacia/seguranca (Matotoka ef al., 2023).

O estudo reforga que as raizes podem ser uma das fontes mais promissoras de moléculas com
potencial aplicagdo em formulagdes dirigidas a microorganismos urogenitais, incluindo S.
agalactiae e G. vaginalis, cuja relevancia clinica ¢ sublinhada por estudos de sépsis neonatal
e resisténcia antimicrobiana em Streptococcus do grupo B (Ojo et al., 2024).
Estatisticamente, os valores elevados F (superiores a 20) e p-values < 0,002 nas trés espécies
indicam que as diferengas observadas entre microrganismos, para uma mesma frac¢do
EtOAc, ndo sdao aleatdrias, mostrando um padrdo consistente de maior sensibilidade de

algumas espécies.

Estudos com oleos essenciais e extractos fenolicos de diversas plantas medicinais também
aplicaram ANOVA seguida de testes pos-hoc-tukey para demonstrar que CIM
significativamente mais baixas contra Acinetobacter baumannii sensivel a 0,5 pL/mL de dleo
de Cuminum cyminum reflectem seletividade bioldgica e ndo mera variabilidade experimental

(Ouryemchi et al., 2024).

As diferencas sistematicas de CIM entre E. coli, Lactobacillus spp. e microorganismos
oportunistas como G. vaginalis sugerem um potencial para explorar selectividade em
formulagdes que preservem microbiota benéfica enquanto inibem microrganismos associados
a ITS’s, alinhando-se com discussdes actuais sobre a necessidade de agentes antimicrobianos

mais selectivos € menos lesivos a microbiota comensal (Ojo et al., 2024).

O estudo revela que as espécies Cassia abbreviata, Senna petersiana e Colophospermum
mopane possuem actividade antimicrobiana relevante, com maior enfoque para a fraccao de
EtOAc consistentemente mais activa. Esse comportamento sugere a presenca de compostos
bioactivos com polaridade intermédia a elevados conhecidos pela sua acgdo sobre estruturas

celulares microbianas, como membranas e sistemas enzimaticos.

Do ponto de vista bioldgico, a actividade observada indica um potencial real dessas plantas
como fontes de agentes antimicrobianos. A relacdo entre a actividade antimicrobiana e a
baixa citotoxicidade evidencia um perfil favordvel de eficacia e seguranca em condigdes in
vitro, o que constitui um critério importante na selec¢do de candidatos para desenvolvimento

farmacologico.

88



A significancia estatistica dos resultados confirma que as diferengas observadas entre os
microrganismos refletem respostas bioldgicas especificas, indicando um certo grau de
selectividade. Este aspecto ¢ particularmente relevante, pois sugere a possibilidade de
desenvolver abordagens que actuem preferencialmente sobre microrganismos patogénicos,

com menor impacto sobre a microbiota benéfica.

Apesar da relevancia dos achados, os resultados ainda se limitam a ensaios in vitro, sendo
necessario validacdo adicional com estudos complementares, incluindo isolamento de
compostos activos e avaliacdo em modelos bioldgicos mais complexos, para confirmar a

eficacia e seguranca.
5.5.Caracterizacio de compostos fendlicos por LC-MS

Os cromatogramas LC-MS das fraccdes EtOAc das raizes de Colophospermum mopane,
Senna petersiana ¢ Cassia abbreviata mostram, para cada espécie, um pico dominante bem
definido, indicando que cada frac¢do ¢ enriquecida em um constituinte fendlico principal
responsavel pela parte da intensidade i6nica. Essa configuragdo € consistente com estudos em
que um numero restrito de fendlicos maioritarios identificados por LC-MS em extractos de
plantas medicinais respondem por uma grande parte da actividade antibacteriana e

antioxidante observada (Matotoka et al., 2023).

Em trabalhos com extractos fendlicos concentrados, como o metanolicos de sementes de
Mirabilis jalapa ou 6leos e extractos de plantas aromaticas, também se observa que poucos
picos dominantes em LC-MS correspondem a acidos fenolicos e flavondides maioritarios, aos
quais se atribui o papel central na actividade bioldgica (Ouryemchi ef al., 2024). Compostos
como acido galico, catequina e quercetina apresentam elevada absorvancia nessas regides do
espectro e tém sido repetidamente associados a efeitos antioxidantes e antimicrobianos

relevantes em extractos vegetais (Atrooz et al., 2024).

Estudos recentes mostram que extractos com altos teores de compostos fendlicos,
quantificados por LC-MS, tendem a exibir melhor desempenho em ensaios de sequestro de
radicais e CIM mais baixas sobre microorganismos padrao também descrito para plantas ricas
em terpenos e polifendis cujos cromatogramas sao dominados por poucos picos de compostos

altamente bioactivos.
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Quantificacdo por LC-MS também possibilita revelar variagdes na composi¢do quimica entre
diferentes espécies, partes da planta ou métodos de extraccdo, fornecendo uma base mais

robusta para a selec¢do das fracgdes mais promissoras

Essa distribuicdo de compostos ¢ coerente com o facto de todas apresentarem CIM baixas na
fraccdo EtOAc, mas com pequenas diferencas de poténcia entre espécies, ja que acidos
fenolicos e flavondides como catequina e quercetina sao descritos como responsaveis por
romper membranas bacterianas e interferir em enzimas essenciais, explicando a reducdo da

CIM e, em alguns sistemas, a sinergia com outros extractos ou antibidticos.

Salientar que quantificar especificamente acido galico, catequina, quercetina e acido elagico
ndo ¢ aleatoria, mas sim fundamentada em critérios quimicos, bioldgicos e metodologicos,
visto que estes compostos sdo amplamente reconhecidos como marcadores fenolicos
representativos, estando entre os principais metabdlitos secundarios associados a actividades

antioxidante e antimicrobiana em plantas medicinais.

\

O acido galico e o acido elagico pertencem a classe dos acidos fenodlicos, enquanto a
catequina e a quercetina sao flavonoides, grupos frequentemente relacionados na inibi¢ao do
crescimento microbiano. Do ponto de vista bioldgico, a presenga e quantificagdo desses
compostos ajudam a explicar os efeitos antioxidantes e antimicrobianos observados nas

espécies Colophospermum mopane, Senna petersiana e Cassia abbreviata.

Além disso, esses compostos sdo frequentemente utilizados como padrdes analiticos em
HPLC, devido a sua estabilidade, disponibilidade comercial e facilidade de detec¢do, o que
torna a andlise mais confidvel e reprodutivel. Assim, funcionam como indicadores da

qualidade fitoquimica dos extractos.

Outro ponto importante ¢ que esses fendlicos representam diferentes subclasses quimicas,
permitindo uma visdo mais abrangente do perfil fendlico das plantas estudadas, mesmo que
ndo cubram todos os compostos presentes. Dessa forma, a seleccdo desses quatro compostos
oferece um equilibrio entre viabilidade analitica e relevancia biologica. Portanto, a escolha
desses compostos justifica-se por serem biologicamente activos, quimicamente
representativos, metodologicamente acessiveis e cientificamente comparaveis, permitindo

interpretar de forma mais robusta os resultados obtidos no estudo.
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5.6.Relacido entre CIM e citotoxicidade

As fracgdes EtOAc das raizes de Colophospermum mopane, Senna petersiana e Cassia
abbreviata com CIM sistematicamente baixa frente a todos os microrganismos testados,
enquadrando-se na faixa de “alta actividade” proposta para extractos de plantas medicinais
(CIM<100 pg/mL) e bem abaixo do limite de 1000 pg/mL geralmente aceito para actividade
moderada (Ostrosky et al., 2008).

Em C. mopane, CIM associadas a CCso de 400 pg/mL em células de linhagem Vero
resultaram em indices de seletividade aproximados, comparaveis aos de Oleos essenciais e
extractos fendlicos descritos na literatura com CIM entre 62,5 e 125 pg/mL e CCso de 120-
150 pg/mL, considerados promissores no desenvolvimento de formula¢des antimicrobianas

topicas ou orais (Paternina-Sierra et al., 2024).

Para Senna petersiana, a combinacdo de CIM com CCso de 350 pg/mL indicou uma
seletividade ainda mais favordvel, com razdes CCso/CIM frequentemente superiores. Este
resultado € particularmente relevante porque estudos comparativos apontam S. petersiana
como uma das espécies mais activas em plantas usadas em infec¢des respiratorias e
sistémicas, mas com risco de citotoxicidade quando se utilizam extratos menos purificados

(Paternina-Sierra et al., 2024).

Os valores obtidos sugerem que o fracionamento por EtOAc permitiu concentrar compostos
bioativos mantendo a toxicidade em niveis aceitaveis para triagem in vitro, refor¢ando o
potencial da espécie para uso dirigido contra patdogenos urogenitais clinicamente importantes,
como Escherichia coli uropatogénica e Streptococcus do grupo B, cuja relevancia e perfis de

resisténcia tém sido amplamente documentados (Nasif, Ali, & Alsakini, 2024).

No caso de Cassia abbreviata, a fracgdo EtOAc exibiu CIM inferiores a 80 pg/mL e CCso em
torno de 420 pg/mL, gerando indices de seletividade frequentemente superiores aos relatados
para outras Cassia spp., CCso em Vero entre 90 e 150 pg/mL, com margens de seguranca

apenas modestas (Paternina-Sierra et al., 2024).

Estes resultados alinham-se com a importancia farmacoldgica jé atribuida a C. abbreviata, na
qual foram isolados constituintes com actividade anti-HIV-1, demonstrando que a espécie ¢

fonte de moléculas bioactivas com diferentes alvos terapéuticos (Yang et al., 2021).
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No contexto deste trabalho, a combinagcdo de CIM baixas ¢ CCso elevadas indica que o
enriquecimento em fenolicos bioativos incluindo acido galico, catequina, quercetina e acido
elagico contribuiu para ampliar a janela terapéutica, em consonancia com a literatura que
relaciona estes antioxidantes & modulacdo de processos inflamatorios e doengas crdonicas

(Sharifi-Rad et al., 2020).

Em conjunto, os dados de CIM e CCso posicionam as fraccdes EtOAc das trés espécies dentro
dos critérios de extratos “altamente activos e seletivos” recomendados para etapas iniciais de

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos de origem vegetal (Ostrosky et al., 2008).
5.7.Sinergismo e implicacdes para uso combinado de fracc¢oes

A redugdo de 30-55% nas CIM observada quando as fracgdes DCM e EtOAc foram
combinadas, com FICI<0,5 para vdarios microorganismos, indica um sinergismo
quantitativamente robusto entre classes de metabolitos de polaridades distintas. Em termos
farmacoldgicos, FICI< 0,5 ¢ amplamente aceite como critério de sinergia, sugerindo que a
presenca concomitante de compostos menos polares e mais polares resulta em efeito
antimicrobiano combinado superior & soma dos efeitos isolados, estudo ja tinha sido

evidenciado com extractos de raizes e folhas de outras espécies.

A literatura sobre plantas do género Senna reforca essa interpretacdo com perfil fitoquimico
em flavondides, antraquinonas, naftalenos e outros metabdlitos de Senna revelarem
actividades antimicrobianas e antioxidantes que, frequentemente, sdo mais pronunciadas
quando avaliados em extractos complexos, em comparacdo com compostos isolados

(Alshehri et al., 2022).

De forma semelhante, investigagdes com extractos brutos ou fraccdes combinadas de
espécies como Astragalus pisidicus demonstraram que misturas contendo tanto fendlicos
quanto constituintes lipofilicos produzem inibi¢des de crescimento microbiano e efeitos
citotoxicos selectivos superiores, sugerindo mecanismos complementares de ac¢do sobre a

parede celular, membrana e processos oxidactivos (Aydemir et al., 2024; Atrooz et al., 2024).

Neste estudo, combina¢do de fraccdes de DCM+EtOAc reproduziu o mesmo padrao ao
reintegrar, em propor¢do controlada, classes de metabodlitos inicialmente separadas,
permitindo reduzir as doses necessarias para atingir CIM eficazes, sem aumento proporcional

da citotoxicidade.
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Isso ¢ particularmente relevante para o desenvolvimento de formulagdes dirigidas & mucosa
vaginal e trato urinario, contextos em que a redugdo da dose e a manutencao da integridade
dos tecidos locais sdo prioridades, alinhando-se com a busca actual por agentes fitoterapicos
sinérgicos contra microorganismos de relevancia clinica como Escherichia coli
uropatogénica e Klebsiella pneumoniae (Araujo et al., 2025). A ANOVA unidirecional
aplicada aos dados de CIM demonstrou diferengas estatisticamente significativas entre
fragdes e espécies, com valores de F frequentemente superiores a 20 para as frac¢des de
EtOAc, indicando um efeito antimicrobiano robusto e consistente sobre 0os microrganismos

testados.
5.8.Inserc¢ao dos resultados no contexto etnofarmacolégico

Os dados de CIM e CCso obtidos para as fraccoes EtOAc e DCM enquadram-se bem no que ¢
descrito para extractos de plantas usados tradicionalmente em infegdes, incluindo
etnoveterinaria e medicina popular africana (Ostrosky et al., 2008). O estudo de Cassia
abbreviata, Colophospermum mopane e Senna Petersiana situa-se precisamente nessa faixa
de alta actividade, em linha com estudos que mostram que extractos etanolicos ou acetonicos
de espécies usadas em etnomedicina para tratar infeccdes bacterianas (Alfaia & Almeida,

2016; Paternina-Sierra et al., 2024).

A inser¢do destes resultados no contexto etnofarmacoldgico € coerente com a literatura sobre
Senna e Cassia, com estudos de doencas infecciosas reforcando o uso tradicional contra
inflamagdes e infec¢des, e apontam que extractos ricos em flavonoides apresentam boa

relagdo eficacia/toxicidade

Estudos bioquimicos com Cassia abbreviata identificaram constituintes com atividade
antiviral e antimicrobiana, sublinhando o seu potencial como fonte de protdtipos
farmacologicos (Yang et al., 2021; Paternina-Sierra et al., 2024). Assim, os resultados
fornecem suporte quantitativo solido para o uso tradicional de C. mopane, S. petersiana e C.
abbreviata em infec¢des e inflamagdes, mostrando que o conhecimento empirico das
comunidades esta alinhado com parametros modernos de actividade e seletividade em

farmacologia de produtos naturais.

Levantamentos etnobotanicos em Africa referem repetidamente Senna petersiana e Cassia
abbreviata como plantas de uso amplo no tratamento de infe¢des, diarreias, febres e processos

inflamatorios, sustentando a escolha destas espécies para avaliagao antimicrobiana dirigida ao
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trato urogenital e intestinal. Estudos fitoquimicos com S. petersiana mostram que flavonoides
como a luteolina isolada apresentam actividade antibacteriana contra Bacillus spp. e

Staphylococcus aureus (Alshehri et al., 2022; Yang et al., 2021).
5.9.Seguranca e toxicologia preliminar

Os resultados de citotoxidade CCso em linhagem celular Vero para a frac¢do EtOAc e ainda
mais elevados para as fragdes n-hexano e aquosa indicam baixa citotoxicidade, compativel
com o esperado para extractos brutos em fase inicial de desenvolvimento de fitoterapicos e
coerente com estudos agudos e subagudos em espécies de Cassia e Senna (Imad Ed-Dahmani

et al., 2024; Gondim, 2023).

Em modelos animais, extractos de Cassia spp. apresentam DLso orais elevadas e auséncia de
alteragdes marcantes em parametros clinicos e histopatologicos em doses muito superiores as
necessarias para alcancar concentragdes proximas das CIM observadas in vitro, o que reforga
a existéncia de uma margem de seguranca preliminar, ainda que se mantenha a necessidade

de investigacdo de efeitos (Dias ef al., 2017; Gondim, 2023).

Em Senna petersiana, ensaios de citotoxicidade e toxicidade revelam um perfil de seguranca
aceitavel nas faixas de concentracdo em que se observa actividade antimicrobiana, mas
apontam que compostos isolados podem ser mais toxicos do que o extracto total, o que
sustenta a opcdo metodologica de trabalhar, nesta etapa, com extractos e fraccdes bem
caracterizadas em vez de um unico principio activo purificado (Imad Ed-Dahmani et al.,

2024; Gondim, 2023).

Considerando o quadro mais amplo da toxicologia de extratos vegetais ricos em compostos
fenolicos, estes resultados alinham-se com o que tem sido descrito para outras espécies
medicinais, nas quais a combina¢do de DLso elevadas, baixa citotoxicidade em in vitro e
actividade biologica relevante justifica a continuidade dos estudos, desde que acompanhada
de avaliacdes subcrdnica e cronicas dirigidas a figado, rim e outros 6rgdos (Chandimali et al.,

2025; Dias et al., 2017).
5.10. Implicacdes para aplicagdes terapéuticas e formulagoes

A combinagdo de CIM baixas em frac¢des EtOAc e DCM, CCso relactivamente elevadas e

sinergismo entre frac¢des sugere que formulagdes contendo associagdes DCM+EtOAc dessas
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raizes podem ser promissoras para desenvolvimento de produtos fitoterapicos direccionados a

infe¢des vaginais e urogenitais (Chandimali et al., 2025; Imad Ed-Dahmani et al., 2024).

Esses ensaios de sinergia realizados neste estudo indicam que a combinagdo de classes de
metabolitos de diferentes polaridades melhora a eficidcia sem necessariamente aumentar a
citotoxicidade, o que ¢ particularmente relevante para formulagdes topicas (6vulos vaginais,

géis, cremes), em que a tolerabilidade local € critica (Gondim, 2023).

Elevado teor de fendlicos (acido galico, catequina, quercetina, acido elagico) nas fragdes
EtOAc sugere que estas formulagdes podem fornecer ndo apenas actividade antimicrobiana
directa, mas também efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios complementares, em
consonancia com revisdes que destacam o potencial de extractos ricos em polifendis na
modulagdo de stress oxidativo e inflamacao (Chandimali et al., 2025; Imad Ed-Dahmani et

al., 2024).

Em linha com a literatura sobre padronizagdo ¢ desenvolvimento de fitoterapicos, estes dados
reforcam a pertinéncia de avangar para formulagdes topicas baseadas em associagdes de
fraccdes, desde que acompanhadas por estudos adicionais de estabilidade, liberagdao e

seguranca clinica (Gondim, 2023).

95



6. Conclusao

Neste ponto, sintetizam-se os resultados obtidos ao longo do estudo, realcando o estrito
cumprimento dos objectivos definidos e a validacdo das hipoteses de investigacdo. Os dados
experimentais permitiram caracterizar, de forma abrangente e integrada, o perfil fitoquimico,
a capacidade antioxidante e a actividade biologica das trés espécies estudadas perante

microrganismos associados a infec¢des sexualmente transmissiveis.

Observou-se que as fracgoes de maior polaridade, em especial os extractos aquosos e de
acetato de etilo, concentram os maiores teores de compostos bioactivos. Esta distribuicdo
traduziu-se numa elevada capacidade de sequestro de radicais livres, numa forte inibicdo do
crescimento de microorganismos clinicamente relevantes e numa citotoxicidade moderada

em linhagem celular Vero, estabelecendo uma janela terapéutica promissora.

A prospeccao fitoquimica preliminar evidenciou, de forma consistente, a presenga de taninos,
flavonodides, triterpenodides e esterdides nas fracgdes aquosas e de acetato de etilo das trés
espécies, registando-se a auséncia de alcaldides e a deteccao de saponinas apenas em Senna

petersiana e Colophospermum mopane.

A convergéncia de taninos e flavondides nos solventes polares, bem como a ocorréncia de
saponinas nestas Fabaceae, reforga a nogao de que as preparagdes tradicionais sob a forma de
decoto aquoso, amplamente utilizados pelas comunidades do distrito de Massingir, sdo

farmacognosticamente adequados para extrair a fraccao bioactiva destas raizes.

O estudo demonstrou que as trés espécies apresentam uma actividade antioxidante
mensuravel, com evidente destaque para os extractos aquosos, que atingiram percentuais de
inibigdo particularmente elevados (cerca de 84% em Cassia abbreviata), seguidos das
fraccdes em acetato de etilo, enquanto as fracgdes obtidas com solventes apolares exibiram

respostas substancialmente menores.

Esta distribuicdo acompanha o enriquecimento em compostos fenolicos e flavonodides nas
fases polares e semi-polares, revelando-se uma estratégia eficaz para maximizar a
recuperacdo de metabodlitos capazes de neutralizar espécies reactivas de oxigénio. Estes
achados reforgam o interesse destas raizes ndo apenas em contextos infecciosos, mas também
como candidatas ao desenvolvimento de formulagdes dirigidas a mitigagdo do stress

oxidativo em sistemas bioldgicos.
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No que concerne a actividade antimicrobiana, as fracgdes em acetato de etilo destacaram-se
como as mais potentes, apresentando valores de CIM na faixa aproximada de 50 a 80 pg/mL
para todas as espécies vegetais e microrganismos avaliados, o que se enquadra nos critérios

de "elevada actividade" para extractos vegetais.

Em contrapartida, as frac¢des apolares (n-hexano) e aquosas apresentaram valores de CIM
mais elevados, sugerindo menor eficacia isolada contra os patdogenos testados. Contudo, as
combinagdes de fracgdes (DCM+EtOAc) induziram redugdes de 30% a 55% nas CIMs,
caracterizando um sinergismo farmacodindmico promissor. Do ponto de vista translacional,
estes resultados sugerem que abordagens fitoterapicas combinadas, inspiradas no uso
tradicional de misturas de plantas, podem potenciar a ac¢cdo antimicrobiana em ITS’s ,

preservando, em simultianeo, a microbiota vaginal (Lactobacillus spp.).

Relativamente a seguranca preliminar, os ensaios de MTT em células Vero mostraram que as
fraccdes em acetato de etilo exibiram valores de CCso situados entre aproximadamente 350 e
420 pg/mL. Esta relagdo originou razdes CCso/CIM na ordem de 4 a 7 para a maioria dos
microrganismos testados, um indice de selectividade compativel com o conceito de "janela
terapéutica promissora" em triagens in vitro, indicando que € possivel obter um efeito
antimicrobiano robusto com toxicidade celular controlada. Em paralelo, as fracgdes n-hexano
e aquosa apresentaram valores de CCso mais elevados, traduzindo uma citotoxicidade ainda

mais baixa, embora acompanhada por uma menor poténcia antimicrobiana.

Em conjunto, estes achados corroboram solidamente a hipotese central da investigacdo,
demonstrando que as raizes de Cassia abbreviata, Colophospermum mopane e Senna
petersiana reinem propriedades antioxidantes e antimicrobianas relevantes, aliadas a perfis
de seguranca compativeis com modelos biologicos in vitro. Estes dados validam
cientificamente o racional etnofarmacologico do uso destas plantas na medicina tradicional
mogambicana e consolidam o seu potencial como fontes promissoras de protdtipos

fitofarmacéuticos.

Adicionalmente, os resultados apontam para a necessidade premente de estudos futuros,
incluindo ensaios de toxicidade subcronica, genotoxicidade e ensaios de eficacia in vivo,

fundamentais para garantir a transi¢do para formulagdes clinicas seguras e eficazes
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7. Limitacao e recomendacoes

Este ponto apresenta as limitacdes analiticas do presente estudo e estabelece as diretrizes

cientificas estritas para investigacdes futuras. A identificacdo destes aspetos ¢ fundamental

para contextualizar o alcance dos resultados in vitro obtidos e delinear os passos necessarios

para o aprofundamento do potencial bioactivo das raizes estudadas.

7.1.Limitacoes do estudo

Restrigao ao estado planctonico: ensaio limitou-se a avaliagdo de microrganismos na
sua forma isolada (planctonica), ndo contemplando a formagdo de biofilmes, que
desempenham um papel central na fisiopatologia das infeccdes.

Modelo celular: citotoxicidade foi investigada exclusivamente na linhagem de células
vero. embora forneca uma indicagdo inicial de segurancga celular, este modelo nao
substitui ensaios em células especificas da mucosa genital humana, nem dispensa a
realizagdo futura de testes de toxicidade sistémica in vivo.

Triagem fitoquimica qualitativa: embora a caracterizagdo por LC-MS ¢ HPLC-DAD
tenha quantificado os compostos fenodlicos chave na fracgdo em acetato de etilo, a
identificacdo exata de todos os constituintes e as correlacdes directas de causa-efeito

ainda carecem de um fracionamento integral guiado por bioensaios.

7.2.Recomendacoes

Considerando o carater preliminar e in vitro desta pesquisa, recomenda-se que os estudos

subsequentes priorizem as seguintes etapas cientificas antes de qualquer proposta de

aplicacdo biomédica:

Ensaios em modelos de biofilme: avaliar a actividade antimicrobiana das frac¢des de
acetato de etilo (EtOAc) e das combinacdes diclorometano/acetato de etilo
(DCM+EtOAc) sobre biofilmes de Gardnerella vaginalis e Candida albicans,
verificando se a eficdcia se mantém em contextos de maior complexidade estrutural.

Validagdo em modelos celulares da mucosa humana: conduzir testes de
citotoxicidade, viabilidade e biomarcadores inflamatorios em células epiteliais
vaginais humanas imortalizadas (como a linhagem VK2/E6E7), garantindo uma

triagem de seguranga local mais representativa da anatomia humana.

98



Fracionamento guiado por bioensaio: realizar o isolamento e a purificagdao dirigida
dos compostos presentes nas fraccdes mais activas (EtOAc e DCM), visando
estabelecer de forma rigorosa as relagdes estrutura-actividade e os mecanismos
moleculares de sinergia.

Ensaios toxicoldgicos avangados: expandir a avaliacdo de seguranca in vitro através
de testes de genotoxicidade e mutagenicidade, seguidos por ensaios de toxicidade
aguda e subcronica in vivo em modelos animais, indispensaveis para determinar as
margens de segurancga terapéutica.

Modelos de infeccao in vivo: investigar o potencial antimicrobiano e a selectividade
das fracdes em modelos animais de infec¢do urogenital experimental, monitorizando
o impacto real sobre a carga patogénica, a integridade da mucosa e a preservacao da

microbiota comensal (Lactobacillus spp.).
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Anexo II-Actividades laboratoriais

Secagem das partes vegetais no Laboratorio de Produtos naturais da Universidade Eduardo Mondlane

Pesagem do material vegetal =~ Processo de extracgao por Soxhlet Vaporizagao do solvente

Processo de filtragdo do extracto vegetal
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Resultado do processo de particdo dos extractos
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Anexo III-Prospeccio dos principios activos/triagem fitoquimica: exemplo

Identificagéo de taninos

Identificagdao de Alcaldides
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  % I C =     A  controle −   A  extrato    A  controle × 100

