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RESUMO

As plantas utilizadas na medicina tradicional s&o promissores recursos no
tratamento de diversas doencas, cabe a pesquisa cientifica confirmar estas
propriedades terapéuticas. Devido ao uso de Cleome spinosa Jacq. na medicina
popular contra processos inflamatérios, febre e infeccbes microbiolégicas, este
estudo tem como objetivo avaliar a atividade antinociceptiva, antipirética, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante de extrato e substancias isoladas de C.
spinosa Jacq. A partir de folhas (L) e raizes (R) de C. spinosa diferentes extratos
foram obtidos (ciclo-hexano: ChL e ChR; cloroférmio: CL e CR; acetato de etila: EAL
e EAR, metanol: ML e MR). A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo de forma a obter as concentracdes inibitéria minima (MIC) e
microbicida (MMC). A atividade anti-inflamatoria foi avaliada através do teste de
peritonite em camundongos. Atividade antioxidante através dos métodos de 2,2-
Azino-Bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS), ensaio de sequestro radical 2,2-
diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH) e a capacidade antioxidante total por
fosfomolibdénio. A atividade antipirética dos flavonoides isolados de C. spinosa Jacq
foi investigada pela pirexia induzida por levedura em camundongos albinos e
atividade analgésica em camundongos utilizando a contor¢do induzida por acido
acético. O exame de toxicidade aguda realizado com os extratos de plantas nao
revelou qualquer sinal de toxicidade. Na atividade antimicrobiana, os extratos CHL e
CL foram os mais ativos, com MIC inferior a 1 mg/mL contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Micrococcus luteus e. E importante notar que estas concentracées
sdo muito mais baixas do que a sua concentragdo de 50% de hemdlise (HC50).
Foram encontradas fortes correlacdes entre o teor de compostos fendlico (p = -0,89)
e teor de flavonoides (p = -0,87), reforcando o possivel papel destas classes de
metabodlitos sobre a atividade antimicrobiana de C. spinosa derivado extratos. Além
disso, CL e CR mostrou a melhor atividade inibitoria contra isolados clinicos de S.
aureus, eles também mostraram acédo sinérgica com oxacilina contra todas as cepas.
Na atividade anti-inflamatérias dos extratos ML e MR, todas as concentracdes
testadaas causaram uma reducdo significativa no nuamero de leucocitos em
camundongos com peritonite. Os extratos ML e MR mostrou atividade antioxidante
Para nos trés métodos testados, ABTS, DPPH e fosfomolibdénio. Os compostos
guercetina 3-glicose, rhramnose e 5-Hidroxi-7,4 -dimethoxyflavone isolado em doses
de 10 e 20 mg / kg, mostraram uma reducao significativa da febre e apresentaram
atividade analgésica. O estudo mostrou-se promissor para o desenvolvimento com
C. spinosa.

Palavras-chave: Micro-organismos. Inflamagéo. Febre.



ABSTRACT

The plants used in folk medicine are promising resources in the treatment of several
pathologies, combined with research confirming these therapeutic properties. Due to
the use of Cleome spinosa Jacq. in folk medicine against inflammatory processes,
fever and microbiological infections, this study aims to evaluate the antinociceptive
activity, antipyretic, anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant extract and
isolated substances of Cleome spinosa jacg. From leaves (L) and roots (R) of C.
spinosa different extracts were obtained (cyclohexane: ChL and ChR; chloroform: CL
and CR; ethyl acetate: EAL and EAR, methanol: ML and MR). Antibacterial activity
was evaluated by the broth microdilution method to obtain the minimum inhibitory
(MIC) and microbicidal (MMC). Anti-inflammatory activity was evaluated through
peritonitis test in mice. Antioxidant Activity through the methods of 2,2-Azino-Bis-(3
Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Radical Scavenging Assay and Capacity Total Antioxidant by Phosphomolybdenum
Assay. The antipyretic activity of flavonoids isolated from Cleome spinosa Jagc. was
investigated for its, on normal body temperature and yeast-induced pyrexia in albino
rats and analgesic activity in mice using the acetic acid induced writhing. According
The acute toxicity performed the plant extracts did not reveal any toxic signs. In the
antimicrobial activity the ChL and CL extracts were the most actives, with MIC less
than 1 mg/mL against S. aureus, Bacillus subtilis and Micrococcus luteus. It is
important to note that these concentrations are much lower than their 50% hemolysis
concentration (HC50) values. Strong correlations were found between the average
MIC against S. aureus and their phenolic (p = -0.89) and flavonoid content (p = -
0.87), reinforcing the possible role of these metabolite classes on the antimicrobial
activity of C. spinosa derived extracts. Moreover, CL and CR showed the best
inhibitory activity against S. aureus clinical isolates, they also showed synergistic
action with oxacilin against all strains (at least at one combined proportion). In the
activity antiinflamatory methanolic extracts of leaf and root at all concentrations
tested caused a significant reduction in the number of leukocytes in mice with
peritonitis. The ML and MR extracts showed antioxidant activity para the three
methods tested, ABTS, DPPH and Fosfomolibidenium. The compounds Quercetin 3-
glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 '-dimethoxyflavone isolated at doses of 10 and
20mg/kg, showed significant reduction in normal body temperature no dose-
dependent manner and showed analgesic activity. The study showed promising. The
study of the C. spinosa showed promising

Palavras-chave: Microorganisms. Inflammation. Fever.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo € milenar, despertando o
interesse de muitos pesquisadores com o objetivo de conhecer sobre novas
moléculas que possam ser usadas na terapéutica. O Brasil apresenta a maior
biodiversidade do planeta, e ainda muitas plantas a serem exploradas quanto ao seu
potecial farmacéutico, o que torna o pais o cenario ideal para o desenvolvimento de
estudos voltados a comprovacéo de uso de plantas (SANTOS, 2015).

A escolha de uma espécie vegetal para a pesquisa cientifica € baseada nas
alegacdes do efeito terapéutico em humanos, constituindo um valioso atalho para a
descoberta de novos farmacos. O conhecimento tradicional do uso das plantas pode
ser uma preé-triagem quanto a utilidade terapéutica (ELISABETSKY,2003).

A utilizacdo de plantas no tratamento de doencgas infecciosas, inflamatorias,
como analgésicos, antipiréticos e antioxidantes a partir da medicina tradicional é
muito comum e essas pratica vém sendo estudadas pela comunidade cientifica,
visando ndo apenas a cura ou tratamento dessa dessas patologias, mas restituir o
homem a vida natural, sem as consequéncia tdo danosas dos efeitos adversos
(MOTTA et al., 2013; CARNEVALLI; DE ARAUJO, A. P. S., 2015). Devido ao
aumento alarmante na incidéncia de novas doencas infecciosas e resisténcia aos
farmacos atuais, existe uma grande necessidade em descobrir novos compostos
guimicos com atividade antimicrobiana e, possivelmente, com novos mecanismos de
acao (ADWAN et al., 2010).

O processo inflamat6rio consiste na resposta organica mais precoce diante de
leséo tissular ou infeccdo. Este processo fisioldgico envolve uma acdo coordenada
entre o sistema imunoldgico e o tecido na qual ocorreu a lesdo. Diante de um trauma
tissular, o acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores
guimicos ocasionam a sensibilizacéo periférica da dor, que se caracteriza por uma
alteragcdo no limiar de nociceptores, provocando dor, eritema, aumento da
temperatura local e edema, como uma resposta aguda ao processo inflamatorio
estabelecido (SAKATA E ISSY, 2008; SMITH et al., 1998).

Segundo a “Internacional Association for the Study of Pain” (IASP), a dor é
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um
dano tissular real ou potencial ou descrita em termos de tal dano (MERSKEY, 1994).
A dor patoldgica € persistente e em geral esta associada a processos inflamatérios,

por sofrer acbes de mediadores quimicos comuns na inflamacdo (MENDELL;
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SAHENK, 2003). Por esses fatores, as substancias com func¢des de diminuir a
condicao inflamatoria séo capazes de serem empregadas no alivio da dor.

Varios sao os fatores determinante e geradores da febre, o mais comum € a
infeccdo. Os antipiréticos atuam na inibicdo das prostaglandinas, ajustando o centro
termorregulador, uma vez que a regulacdo da temperatura do corpo ocorre
principalmente por mecanismos de feedback neurais, através de centros regulatorios
da temperatura localizados no hipotalamo (GUYTON; HALL, 2001).

Outra atividade atualmente muito estudada em plantas é o potencial
antioxidante em extratos e/ou substancias que estejam isoladas. Os antioxidantes
naturais, presentes em vegetais, atuam inibindo a formacado de espécies reativas de
oxigénio (ERO), as quais estdo implicadas em varias fisiopatologias. Dentre 0s
varios tipos de antioxidantes podem ser citados os polifendis, constituidos de acidos
fendlicos e flavonoides, substancias bioativas de grande ocorréncia em vegetais
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SOUSA et al., 2007).

Assim, nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico no
entendimento do mecanismo de acdo de varias classes de compostos fitoquimicos,
tais como os compostos fendlicos, que tem sido demonstrado possuir um amplo
espectro de atividades bioldgicas, tais como, antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatéria, antidiabética, anti-hipertensiva, antipirética, entre outras. Diante do
exposto e do uso populares da Cleome spinosa Jacq., este estudo buscou
comprovar as propriedades terapéuticas da referida espécie contra micro-
organismos patdgenos e processos inflamatorios, dor e febre, inferindo uma

alternativa terapéutica eficiente e de baixo custo a populacéao.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antipirética e
antioxidante do composto isolado dos extratos de C. spinosa.

1.1.2 Objetivos Especificos

v' Isolar, purificar e caracterizar um composto isolado de extratos de C. spinosa;

v' Avaliar o efeito dos extratos e compostos purificados de C. spinosa em modelos
experimentais de inflamacdo aguda e cronica, analgesia e febre induzida por
lipossacarideo em camundongos;

v' Auvaliar o efeito antioxidante in vitro dos extartos e componente purificado de C.

spinosa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 USO DOS VEGETAIS PELO HOMEM AO LONGO DO TEMPO

O uso de plantas medicinais € tdo antigo que existe registro na Biblia, tanto
no Antigo como no Novo Testamento, como por exemplo, o aloés (Aloe vera), o
benjoim (Styrax benzoin) e a mirra (Commiphora myrrha) (GADELHA et al., 2013).
Na Antiguidade, registros cuneiformes sumerios e babilénicos, escritos por ordem do
Rei Assurbanipal, descrevem detalhadamente os usos e aplicacdes de espécies
vegetais ou produtos derivados, como Opio (Papaver somniferum L.), galbano
(Ferula galbaniflua Boiss & Buhse), assafetida (Ferula assafoetida L.), meimendro
(Hyoscyamus niger L.), mandragora (Mandragora officinalis L.) e beladona (Atropa
belladonna L.) administrada contra espasmos, tosse e asma (CUNHA, 2005;
GARCIA et al., 1995). Os babilénios e sumerianos (2.600 a.C.) usavam em seus
remédios frutos, folhas, flores, cascas e raizes como a oliveira e o alho. A “Tabuinha
Sumeriana” (Figura 1), compéndio de textos médicos em placas de argila, apresenta
registros dos primeiros sintomas de doencas e a prescricao para cada enfermidade,
sendo considerada o mais antigo tratado de medicina (MIGUEL; MIGUEL, 1999;
PARKY, 1966; TEIXEIRA, 1994).

Figura 1: “Tabuinha Sumeriana”, compéndio de textos médicos em

placa de argila

Fonte: https://carmelourso.wordpress.com/category/cursos/. Acesso em: 06/12/2015.
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Na china (2.500 ~ 2.000 a.C.), o imperador Shen-Nung, considerado fundador
e patrono da farmacia chinesa, descreve 365 drogas no Pen Tsao, onde cita plantas
como ginseng (Pfaffia glomerata), cinamomo (Melia azedarach), ruibarbo (Rheum
rhabarbarum), podofilo (Podophyllum peltatum) e efedra (Ephedra sinica)
(PARKY, 1966). Sabe-se que desde 2300 a.C., egipcios, assirios e hebreus
cultivavam diversas ervas e traziam tantas outras de suas expedicbes. Nesses
tempos, as plantas eram muitas vezes escolhidas por seu cheiro, acreditavam que
certos aromas afugentavam os espiritos das enfermidades. O primeiro médico
egipcio conhecido foi Imhotep (2980~2900 a.C.), grande curandeiro, que utilizava
ervas medicinais em seus preparados magicos (JORGE, 2013). Em 1.500 a.C., no
Eqgito, a obra “Papyrus Ebers” (Figura 2) com 811 prescrigbes, menciona 700 drogas
vegetais, minerais e animais, incluindo salgueiro, acacia e sedativos extraidos de
Ephedra. Estes utilizavam diversas outras plantas além das aromaticas, com efeitos
diversos, bem como, para embalsamar seus cadaveres, experimentaram muitas
plantas (PARKY, 1996; TAVARES, 1996; TEIXEIRA, 1994).

Figura 2: “Papyrus Ebers”, obra egipcia de 1500 a.C.
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Fonte: é.ﬁtml. Acesso em:

12/12/2015

Em toda historia, registra-se que os medicamentos surgiram a partir da
simples observacédo e experimentacdo e assim as propriedades terapéuticas foram
sendo descobertas e propagadas de geracdo a geracdo. Os médicos gregos pouco
sabiam dos efeitos e mecanismos de acdo das plantas medicinais, mas

acompanhavam atentamente as reacdes de seus pacientes e como 0 organismo
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restabelecia-se. Os gregos citavam o0 uso de compressas com raizes no
estancamento de hemorragias; uso de 6leo de ricino (obtido a partir das sementes
da planta Ricinus communis) e couve como purgativos; chas de varias ervas como
sudoriferos suco de aipo (Apium graveolens), salsa (Petroselinum crispum
(Mill.) Nym.) e aspargo (Asparagus officinalis) como diuréticos e beladona
(Atropa belladonna L.), meimendro (Hyoscyamus niger L.) e Opio (Papaver
somniferum) como narcéticos (TAVARES, 1996; TEIXEIRA, 1994).

Na Grécia e em Roma, a medicina sempre esteve estreitamente dependente
da Botanica. Hip6crates (460~377 a.C.), médico grego considerado pai da medicina
moderna, o qual na obra “Corpus Hippocraticum”, descreveu inameros
medicamentos incluindo uso de vegetais, vinho e bolores (fungos), para tratamento e
cura de doencas genitais. A morte de Sdcrates, em 399 a.C., deveu-se a ingestdo de
uma solugdo contendo coniina (Conium maculatum) e CleGpatra usava extratos de
Hyoscyamus muticus, contendo atropina, para dilatar as pupilas e, assim, parecer
mais sedutora (KUTCHAN, 1995). Theophrastus (372~285 a.C.), discipulo de
Aristoteles conhecido como pai da botanica e intitulado pai da farmacognosia,
escreveu o livro “Historia das Plantas” onde descreveu espécies vegetais
relacionando suas qualidades peculiares, além do seu “Tratado dos Odores”, que
reune informacdes sobre preparacdo e uso de plantas; Catdo (234~149 a.C.)
relacionou 120 plantas em sua obra “De Re Rdustica” (TAVARES, 1996; PARKY.
1996).

No século Xlll a.C., Asclépio, curandeiro grego, grande conhecedor das
ervas, concebe um sistema de cura, (também chamado de Esculapio de Cos)
fundando o primeiro SPA (Salute Per Aquam) que se tem conhecimento, em
Epidauro. Era baseado em banhos, chés, jejum, uso da muasica como terapia, jogos
e teatros. Tales de Mileto e Pitagoras compilaram essas receitas (OKA, 1998). O
conhecimento grego sobre as ervas foi adquirido na india, Babilonia, Egito e até na
China. Crateus (século | a.C.) publicou o livro Rhizotomikon, a primeira obra que se

tem conhecimento sobre plantas medicinais ilustrada na Grécia.

No século | da Era cristd, o botanico grego Pedacio Dioscorides elaborou um
dos maiores ervanarios existentes: “De Materia Medica”, onde descreveu cerca de
600 plantas e a descricao de como conservar, utilizar e escolher ervas medicinais

para os tratamentos, este tratado permaneceu como fonte de referéncia até a época
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do Renascimento (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996; TYLER, 1996) ; Plinio, o
Velho, ainda neste século, catalogou sua obra, “Histdria Natural”, com 37 volumes,
sendo oito deles com a descricdo do uso das espécies vegetais Uteis a medicina,
pelos romanos. No mesmo século, na india, destacou-se o texto Vrikshayurveda, de
Parasara, como uma das listagens de espécies medicinais mais importantes dos
povos da india (PIRES, 1984).

No segundo século, sobressai o farmacéutico e médico grego Galeno, que
escreveu 83 livros que apresentavam numerosas drogas de origem naturais,
combinadas com diversas formulagbes e métodos de manipulagéo, originando a
farmacia galénica. Entre esses medicamentos estdo pimenta da india para
tratamento de febre tercd e quartd, escanomea para ictericia, aipo e salsa para
doencas renais e ruibarbo no tratamento das céibras; Mithridates IV, considerado o
promotor da toxicologia, foi reconhecido como descobridor da arte dos venenos
vegetais e as acles necessarias para neutraliza-los (PARKY, 1996; TEIXEIRA,
1994; YAMADA, 1998).

Com a queda do Império Romano e fortalecimento da Igreja Catdlica (que nao
via com bons olhos a aprendizagem cientifica e encarava a doenca como um
castigo). No periodo entre 450-1000d.C. periodo conhecido como a ‘“ldade
Tenebrosa”, o estudo das plantas medicinais ficou estagnado. Somente a partir do
século VII a ciéncia readquiriu importancia, restringindo-se aos persas e arabes que
mantiveram as ideias de HipOcrates e Galeno. A civilizacao arabe trouxe importantes
contribuicdes a medicina natural, a ela deve-se 0 emprego dos purgativos vegetais e
o conhecimento do sabor doce da urina dos diabéticos, além de introduzir o uso do
ambar (resina), cravo da india (Syzygium aromaticum), sandalo (Santalum album),
gengibre (Zingiber officinale), noz-moscada (Myristica fragrans) e canféra
(TEIXEIRA, 1994). Os legados é&rabes mais importantes foram: a primeira
Farmacopeia arabe, intitulada “O corpo dos Simples”, obra de Ibn Al-Baitar (Figura 3)
descrevendo 14.000 medicamentos, em sua maioria, de vegetais; no século X foi
escrita por Abu Ali al Hussin ibn Abdallah ibn Sina, médico islamico conhecido por
Avicena nos paises ocidentais o “Canon Medicinae”, um tratado sobre
medicamentos cardiacos, repassado ao ocidente que se tornou base fundamental
da medicina (SAAD; AZAIZEH; SAID, 2005).
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Figura 3: “O corpo dos Simples”, obra de Ibn Al-Baitar

Fonte: http://aalquimiadacura.blogspot.com.br/2014/11/cure-si-mesmo-as-
ervas-plantas-vegetais.html. Acesso em: 03/01/2016

O pensamento cientifico dos séculos Xl e Xlll sofreu forte controle da igreja.
No ambito da quimica ocidental, talvez o acontecimento mais importante deste
periodo esteja relacionado com a utilizacdo do alambique para destilacdo de alcool.
Por volta de 1280, o florentino Thaddeo Alderotti (1223- 1303) destilou vinho para
propésitos medicamentosos (ANDERSON, 1983). Com as Escolas de Salerno e
Montpellier (século XIII) surgem as universidades, abrindo para o leigo as portas do
conhecimento até entdo reservado aos monges e religiosos. A universidade de
Salerno tem sua obra mais importante o “Regimen sanitatis salernitatum”, sobre as
virtudes medicinais das plantas. (BARQUERO, 2007).

Todo o empirismo magico-feiticeiro da arte de curar ao longo da histéria da
humanidade, das teriagas as mandragoras, encontra em Paracelso (1493-1541),
meédico suico, sua figura mais polémica, este formulou a teoria da “Assinatura dos
corpos”, baseada no provérbio latim similia similibus curantur, segundo o qual a
“atividade farmacoldgica” de uma planta estaria relacionada com o seu aspecto
morfolégico, por exemplo, uma planta de cor amarela vivo seria adequado para a
cura da ictericia, as com raizes vermiformes para o tratamento de helmintos
intestinais e as que tinha folhas com forma semelhante a determinado 6rgdo como
as folhas de sarapintada (Figura 4) (Pulmonaria officinalis), pulmonaria, tém
aparéncia de pulmao doente, essa espécie era usada para tratar problemas
pulmonares. Mas a opinido cientifica do fim do século XVII e inicio do XVIII tornou-se

muito hostil & doutrina das assinaturas que, embora sustentada pelos herbanarios de
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meados do século XVII, foi refutada como sendo totalmente ndo-empirica e
rapidamente desapareceu da botéanica oficial, porém continua presente na tradicéo
popular até os dias de hoje (MORS, 1982).

Figura 4: Folhas da sarapintada (Pulmonaria officinalis)

Em 1484 foi impresso o primeiro livro sobre cultivo de ervas medicinais. Com
o advento da imprensa, os livros comecaram a aparecer em toda Europa e em
guase todos eram descritas partes das obras de Dioscoérides, Galeno, Hipdcrates,
Aristoteles, com ilustracdes copiadas diretamente dos manuscritos da antiguidade
(BARQUERO, 2007). As grandes navegacdes trouxeram a descoberta de novos
continentes, legando ao mundo moderno um grande arsenal terapéutico de origem
vegetal até hoje indispensavel & medicina. O Primeiro herbario das Américas é o
Manuscrito Badanius, o herbario asteca, do século XVI, em Nahuatl. As culturas
americanas, especialmente a Inca, Asteca, Maya, Olmeca e Tolteca consignaram a
civilizacdo moderna a casca de quina (Cinchona officinalis), utilizada para baixar a
temperatura nas febres paludicas muito antes de se ter conhecimento de como dela
se extrai a quinina, as folhas da coca (Erythroxylum coca) por suas virtudes
anestésicas e estimulantes, e muitas outras drogas de valor terapéutico (MARINI-
BETTOLO, 1974).

Até o século XVI, os tratados de Botéanica, entdo denominados “herbarios”,
consideram as plantas por suas virtudes medicinais. A primeira farmacopeia na
Alemanha so foi elaborada em 1542, com uma lista de 300 espécies de plantas

medicinais provenientes de todas as partes do mundo. No final do século XVI, ja
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haviam sido organizados jardins botanicos em varias universidades. A ascenséo do
prestigio da fitoterapia pode ser traduzida pela difusdo da publicacdo de herbarios e
pela criacdo da primeira catedra de botanica na Escola de Medicina de Padua, em
1533. Em 1551 foi escrito o primeiro texto em inglés "Nieuwe Herball", de William
Turner, incansavel viajante e grande coletor de plantas (HOFFMANN et al., 1992).
Em 1563, Garcia da Orta, portugués que viveu na India, edita em Goa a obra
Coloquios dos Simples e das Drogas e Coisas Medicinais da india. John Gerard, em
1597, incluiu em seu "Herbéario" de 1600 péaginas, plantas provenientes do Novo

Mundo e preservou os conhecimentos botanicos dos monges medievais.

No século XVII, o tratado “Herbario Completo”, do inglés Nicolas Culpeper,
relaciona as virtudes das plantas com os planetas. John Parkinson escreve dois
importantes livros sobre a botanica e seus usos medicinais: "Thetrum Botanicum" e
"Paradisi in Sole Paradisus Terrestris". Durante o século XVIII, Sir John Hill escreve
"Virtudes de las Hierbas Britanicas", um trabalho inédito e bem ilustrado. Quase no
final deste século, Samuel Hahnemann deu a conhecer sua teoria sobre a
homeopatia, que aconselhava o tratamento das enfermidades com pequenas
guantidades de substancias derivadas das plantas, as quais eram ministradas aos

pacientes como uma vacina (JORGE, 2003).

A histoéria do Brasil esta intimamente ligada ao comércio de produtos naturais
- as especiarias - as quais determinaram as varias disputas de posse da nova terra
e, por fim, a colonizacdo portuguesa (VIEGAS JR; VANDERLAN, 2006). No Brasil, o
conhecimento do uso das plantas como medicamento teve influéncia das culturas
indigena, africana e europeia. Entre os indios, 0 pajé ou feiticeiro utilizava plantas
entorpecentes para sonhar com o espirito que |he revelaria a erva ou o modo de
curar o enfermo e também pela observacdo de animais que procuravam certas
plantas quando doentes. Um exemplo € o0 uso da raiz de ipecacuanha
(Psychotria ipecacuanha), pelos animais, para alivio de cdlicas e diarreias
(SOUZA,1995).

Os pajés associavam o uso de plantas a rituais de magia e seus tratamentos
eram transmitidos oralmente de uma geracao a outra. Os indios utilizavam a batata-
de-purga (Ipomoea purga) para limpar o aparelho digestivo e a ipecacuanha curava
tudo, era uma verdadeira panaceia. Os curandeiros (xamas) entendem que a saude

depende do perfeito equilibrio do corpo, dos sentidos, da mente e do espirito, para



26

gue a energia possa fluir e obter resultados satisfatérios. Para os africanos, quando
alguém adoecia € porque estava possuido pelo espirito mau e um curandeiro se
encarregava de expulsa-lo por meio de exorcismo e uso de drogas. As plantas
sempre estiveram ligadas ao homem e sempre serédo utilizadas por ele, tanto na

cura dos males como em outros multiplos usos (JORGE, 2013).

A influéncia europeia teve inicio no Brasil com a vinda dos primeiros padres
da Companhia de Jesus (1549), que além do suporte da educacédo colonial tomaram
para si 0 papel de curadores, aproveitando muito da medicina indigena, pois a
necessidade local obrigou os jesuitas a terem provisdo de medicamentos e a
procurar 0 que a terra podia dar, com suas plantas medicinais, e comecaram a
estudar e utilizar em receitas proprias. As primeiras notificacdes fitoldgicas
brasileiras sdo atribuidas ao padre José de Anchieta e a outros jesuitas, que
formulavam receitas chamadas “Boticas dos Colégios”. O padre Anchieta cita uma
"erva boa" quando se referiu a horteld-pimenta (Mentha piperita), utilizada pelos
indios para combater indigestdo, suavizar nevralgias, reumatismo e doencas
nervosas (CORAZZA, 2002).

A Triaga Brasilica, um medicamento composto de plantas nativas, ficou
famosa chegando a ser uma fonte de renda para a ordem jesuitica na Bahia, se
aplicava em varias doencas e sua formula era mantida em segredo pelos jesuitas. A
estes devem-se a iniciativa pioneira entre esses universos da medicina, ja que eles
também absorviam o conhecimento dos fisicos, cirurgibes e boticarios, aplicando-os

nos precérios hospitais da Santa Casa de Misericordia (EDLER, 2006).

Os primeiros médicos portugueses que vieram para o Brasil, diante da
escassez, na colonia, de remédios empregados na Europa, viram uma flora
exuberante e perceberam que os indios sabiam fazer uso da mesma, recolheram
estas informagdes para o combate de doencgas, levaram insumos da flora brasileira
gue podiam e trouxeram ervas, como a camomila (Matricaria recutita), caléndula
(Calendula officinalis) e alfazema (Lavandula L.), que se aclimataram muito bem ao
Brasil. Essas influéncias constituem a base da medicina popular. Os viajantes
sempre se abasteciam destes remédios antes de excursionarem por regiées pouco
conhecidas. Os primeiros cronistas da historia brasileira foram Pero de Magalhdes
Gandavo que escreveu “Histéria da Provincia de Santa Cruz” em 1576, e Gabriel
Soares de Souza, o autor de “Tratado Descritivo do Brasil’, de 1587 (VEIGA JR,
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2002). Este ultimo autor denominava as plantas medicinais utilizadas pelos indios de
“‘As arvores e ervas da virtude”, dentre as diversas plantas estda a embauba
(Cecropia hololeuca, C. palmata, C. adenopus, C. cinerea), o mucuna (Mucuna
pruriens), a figueira-do-inferno (Datura stramonium), o camara (Chromolaena
laevigata, Lantana camara), a caapeba (Cissampelos pareira, C.glaberrima), a
almécega (Protium icicariba, P. heptaphyllum), o anands (Ananas comosus), O
maracuja (Passiflora sp. ), a piacava (Leopoldinia piassaba), a ubiracica (Protium
icicariba), o jaborandi (Pilocarpus jaborandi) e a copaiba (Copaifera spp.). Todas
essas plantas eram usadas para curar feridas, chagas ou apostemas (ALVES,
2013).

No periodo das invasdes francesas (1501-71), comandadas por
Villegaingnon, que fundou a Franca Antartica, uma tentativa de expulsar o0s
portugueses do Brasil e estabelecer uma colonia francesa na Guanabara, 0sS
franceses conheceram e utilizaram as plantas medicinais indigenas. Jean de Léry
esteve no Brasil entre 1557 e 1558, descreveu o tratamento e a gravidade do pia

(doenca semelhante a sifilis):

“O iurare tem a casca espessa de meio dedo e é
muito agradavel ao paladar, principalmente quando
colhido fresco; os dois botanicos que vieram
conosco afirmavam ser uma espécie de guaiaco.
Os indios o0 empregavam contra o pid, doenca tao
grave entre eles como entre ndés a bexiga®
(EDLER, 20086).

A primeira obra natural brasileira, “Historia Naturalis Brasiliae”, foi elaborada
por George Marcgrave e o médico de Mauricio de Nassau, Wilhem Piso, e publicada
originalmente por Johannes de Laet, que editou a contribuicio de Marcgrave e
acrescentou comentarios proprios em 1648. A contribuicdo de Piso consiste de
guatro extensas discussfes. A primeira delas sobre o ar, a agua e a topografia do
Brasil. A segunda, sobre doencas endémicas locais. A terceira, sobre venenos e
seus antidotos. E a quarta, sobre plantas medicinais. Este livro representa a primeira
historia natural completa da América do Sul. Em seguida ao Tratado de Piso

encontra-se o de Marcgrave, Historiae Rerum Naturalium Brasiliae, o primeiro livro
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descreve as ervas; 0 segundo trata dos arbustos e plantas frutiferas; o terceiro é
dedicado as arvores. Os livros 4, 5, 6 ocupam-se respectivamente dos peixes, das
aves e dos quadrupedes e répteis; o 7° trata dos insetos e o0 oitavo da geografia,

meteorologia e etnografia (ALVES, 2013).

Além dos remédios naturais usados na terapéutica médica, ndo se pode
deixar de mencionar o corante extraido da arvore do pau brasil (Cesalpinia
echinata), o principal produto de exportacdo da colénia durante mais de dois
séculos, utilizado para tingimento de roupas e como tinta de escrever, que ja era
conhecido e utilizado nas Indias Orientais desde a Idade Média, e um dos motivos
para a colonizacdo do Brasil pelos portugueses (PINTO, 1995). Quando Portugal
comecou a perder suas fontes de especiarias, na india e na Asia, que foram
passando para as maos de ingleses e holandeses, iniciou-se no Brasil a corrida as
especiarias do sertdo — canela (Cinnamomum verum), baunilha (Vanilla
Plum. ex Mill.), cravo (Syzygium aromaticum), anil (Indigofera L.), raizes aromaticas,
urucum (Bixa orellana), salsa, sementes oleaginosas, madeiras etc. Em 1793, s6 de
anil, foram exportadas 1400 arrobas para Portugal (CARNEIRO, 1956).

A vinda da Corte Real para o Brasil, em 1808, e o decreto de D. Jo&o VI que
abriu os portos brasileiros as na¢cbes amigas pode ser considerado como um dos
primeiros marcos historicos oficiais na ciéncia brasileira, porque foi a partir deste
decreto que comecaram a chegar ao Pais as primeiras expedi¢des cientificas, cujo
principal objetivo era dar conhecimento aos europeus da exuberancia de nossa
fauna e de nossa flora. A maioria dos naturalistas destas expedi¢des vieram com a
incumbéncia de coletar espécimes de animais e de plantas para 0os museus
europeus. Nao se pode, entretanto, deixar de mencionar que a Europa ja tinha
conhecimento, ha muito tempo, de plantas medicinais brasileiras, através da obra
“Historia Naturalis Brasiliae” (Figura 5), mas foi a partir de entdo que a rica flora
brasileira comecou a ser estudada de forma sistemética e cientifica. (FREEDBERG,
1999).

Na comitiva que acompanhou a Arquiduquesa Leopoldina da Austria, noiva de
D. Pedro, veio o médico portugués Bernardino Anténio Gomes (1768-1823), formado
em Medicina pela Universidade de Coimbra, em 1793, qual prestou servico varios
anos no Brasil, na Armada Portuguesa. No Brasil fez valiosas observac¢des botanico-

médicas sobre plantas locais que lhe conferiram grande notoriedade. No Laboratério
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Quimico da Casa da Moeda, em Lisboa, isolou a cinchonina das cascas da quina,
antes de Pelletier e Caventou terem isolado a quinina das cascas da mesma planta.
A cinchonina foi o primeiro alcaloide natural sob a forma de base pura, na histéria da
Quimica (COSTA, 1986).

Figura 5: Capa do livro “Historia Naturalis Brasiliae”

wkimedia.org/wikipedia/commons/O/OZ/Historia-

Fonte: https://uplad.
Naturalis-Brasiliae.jpg. Acesso em: 28/12/2015.

Nesta mesma expedicdo que veio a arquiduquesa, vieram o meédico e
botanico Carl Friederich von Martius e o zod6logo Johann Baptist Spix, dois dos
iniciadores do estudo sistematico da flora e da fauna brasileiras que deixaram varias
obras com destaque para a Flora Brasiliensis, onde estado descritas mais de 20.000
espécies botanicas. Martius teve influéncia direta no inicio das pesquisas fitoquimica
no Brasil por sua sugestdo o jovem farmacéutico alemédo, Theodoro Peckolt, em
1847, veio para o Brasil para estudar a flora, sendo por seu trabalho fantastico pode
ser considerado o pai da fitoquimica brasileira, além de ser o patriarca de uma
familia de cientistas notaveis que se entregaram de corpo e alma ao estudo quimico
de plantas brasileiras. O ano de 1874 pode ser considerado o ano do inicio dos
estudos de quimica de produtos naturais no Brasil. Entre os muitos trabalhos de
Peckolt pode-se destacar o isolamento do primeiro iridoide, chamado agoniadina,
obtido de Plumeria lancifolia. (DOS SANTOS; PINTO; DE ALENCASTRO, 1998).
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Este iridoide, muito comum na familia Apocynaceae, € conhecido como plumerideo
(HALPEN; SCHMID; HELV, 1958).

Na época de Peckolt a atividade em quimica de produtos naturais estava
voltada para a comercializacdo de remédios e se desenvolvia nos laboratérios das
antigas boticas. Foi numa farmécia localizada no Rio de Janeiro que o farmacéutico
Ezequiel Correia dos Santos, um dos responsaveis pela Sociedade Pharmacéutica,
em 1833, isolou o alcaloide pereirina das cascas do pau-pereira (Geissospermum
velosii) e em 1838, comecou a comercializa-lo, tornando-se um pioneiro na obtencdo
de alcaloides. A casca desta arvore era empregada no combate a malaria até o
inicio do século XX (SANTOS, 1948; SANTOS, 1954).

O século XIX caracteriza-se pelos trabalhos de extracdo, principalmente de
acidos organicos e de alcaloides. Apartir de entdo, a humanidade depara-se com
uma fonte terapéutica, muito diversa e inesgotavel, presente nos vegetais. O
isolamento da morfina (Figura 6) das folhas de papoula (Papaver somniferum)
administrado como analgésico, em 1803-04, pelo farmacéutico Friedrich Wilhelm
Adam Serturner, marcou o inicio do processo de extracdo de principios ativos de
plantas. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas. Joseph Pelletier em
1817 descreveu a emetina (Figura 7) isolada a partir da Cephaelis ipecacuanha,
considerada um poderoso emético que, em doses menores pode ser utilizada como
expectorante ou no tratamento das disenterias amebianas (MIGUEL; MIGUEL, 1999;
SIMOES,1999). Em 1818, os farmacéuticos Pelletier e Caventou isolaram a
estricnina (Figura 8) a partir da Strychnos nux-vomica e a quinina (Figura 9) e a
quinidina (Figura 10) obtidas da Cinchona spp, em 1819, um dos primeiros
antimicrobianos utilizado no tratamento da malaria (MOTHES; LUCKNER, 1985;
PARKY, 1966; TAVARES, 1966).
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Figura 6: Estrutura quimica da Morfina Figura7: Estrutura quimica da Emetina

Fonte: O autor (2016)

Na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, Domingos José Freire Junior
(1842-1899), catedratico da cadeira de Quimica Organica e Biologica (1874-1895),

dedicou-se ao estudo das plantas e além de suas obras didéaticas, deixou uma série
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de publicacdes cientificas, algumas dessas na area de fitoquimica, descrevendo, por
exemplo, a grandiflorina isolada da fruta do lobo (Solanum grandiflora) (MORS,
1997). Esse alcaloide é hoje conhecido pelo nome de solasonina (MOTIDOME;
LECKING; GOTTLIEB,1970). Outro pesquisador solitario que tem seu nome ligado a
guimica de produtos naturais € o farmacéutico Pedro Batista de Andrade (1848-
1937), um dos fundadores da Faculdade de Farmacia da Universidade de Sé&o
Paulo. Este pesquisador realizou, entre muitos outros, estudos sobre a composicéo
quimica do café (VALLE, 1978).

Embora tenha sido comumente usada, desde a antiguidade, a origem e a
biogénese dos compostos vegetais ainda ndo eram bem estabelecidos. Por muito
tempo, imaginava-se que as substancias presentes nos extratos vegetais ndo tinham
uma funcdo especifica para a planta, por esta razdo foram inicialmente
caracterizadas como produto sem valor, resultado de um erro metabdlico ou ainda
produtos de desintoxicacédo do vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Apods a Segunda Guerra Mundial a disponibilidade de carbono radioativo (*4C)
para estudos de biossintese de Produtos Naturais imprimiu um enorme avango
neste campo. Até entdo, as vias biogenéticas eram de natureza especulativa. No
entanto, apesar de todo empirismo, as primeiras propostas feitas por Robinson,
durante as primeiras décadas do século XX, sobre as rotas de biogénese de
algumas classes de alcaloides, foram comprovadas experimentalmente muitos anos
depois. Robinson, em 1929, sugeriu pela primeira vez uma provavel origem
biogenética da porcdo pirrolizidinica dos alcaloides de Senecio sp, propondo o
aminoacido ornitina como o precursor de duas unidades C-4 que acoplariam para
gerar as necinas (ROBINSON, 1975). Tal precursor foi comprovado por experiéncias
gue se seguiram com a incorporacdo do aminoacido marcado em Senecio isatideus
e Crotolaria spectabilis (HUGHES; LETCHER; WARREN, 1974). Entre as varias
contribuicées advindas do emprego de *C em investigacdes de biossintese podem-
se destacar a elucidacéo das primeiras etapas quimicas da fotossintese, a ciclizacédo
de esqualeno a triterpenos, a degradacao de lanosterol a esterois e a biossintese de
colesterol (PINTO, 2002).

Seguindo na década de XX e nos dia de hoje, com o aumento do
conhecimento e a descoberta de novos metabdlitos, ficou clara a importancia dessas

substancias para a vida das plantas. Este periodo foi prospero para o
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desenvolvimento dos farmacos sintéticos, a partir deste metabdlitos isolados, como
0s anti-histaminicos, antipsicéticos, antidepressivos e 0s ansioliticos
benzodiazepinicos. A indometacina um importante farmaco antiinflamatério néo-
esteroide de natureza inddlica, surgiu nesta época (1962), dando inicio ao
desenvolvimento dos farmacos antiinflamatérios nao-esteroidais (NSAIDs). No
entanto, nesta época, os produtos naturais observaram um periodo de declinio em

termos de investimentos e interesse da industria farmacéutica (Montanari, 2001).

A sintese de novas substancias a serem bioensaiadas, na busca de novos
farmacos, passou a ser cara demais, visto 0 pequeno niamero de novos compostos
gue venciam as etapas pré-clinicas e clinicas, chegando ao mercado como
medicamentos. Neste novo cenario, a industria farmacéutica passou a investir
pesadamente em novos métodos de pesquisa de novas entidades quimicas
bioativas (bioNCEs), com efetiva poténcia terapéutica. As novas técnicas genéticas
e a biologia molecular permitiram o isolamento e a purificagcdo de muitas enzimas,
receptores diretamente associados a processos patologicos, representando
auténticos alvos-moleculares para novos farmacos (YUNES, 2001). Estes
progressos permitiram a adocéo de sistemas de testes em batelada, possibilitando
gue milhares de novas substancias, obtidas, geralmente, por quimica combinatoria,
pudessem ser avaliados in vitro (SHU, 1998). Esta nova abordagem promoveu uma
auténtica revolucao na forma de concepcédo da sintese organica praticada até entéo
na industria farmacéutica (SHU, 1998; YUNES, 2001). A natureza, de um modo
geral, € a responsavel pela producdo da maioria das substancias organicas
conhecidas, entretanto, o reino vegetal é responsavel pela maior parcela da
diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. A variedade e a
complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios de
plantas ainda € inalcancavel por métodos laboratoriais. Isto seria a consequéncia
direta de milhdes de anos de evolugao, atingindo um elevado refinamento, uma vez
gue as plantas por ndo poderem se deslocar buscando protecdo, quando
submetidas a situacfes desfavoraveis ou de estresse, produzem estratégias de
defesa. Muitos autores ressaltam que, uma das maneiras desses organismos
lidarem com essas situacdes de estresse € atraves de substancias que possibilitem,
de alguma maneira, adapta-se aos desafios. Dentre essas substancias estdo o0s

metabolitos secundarios (SANTOS, 2015).
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Estes compostos nédo sédo considerados essenciais ao metabolismo basal da
célula, por isso a designacdo de metabdlitos secundarios, mas desempenham papel
na interacdo das plantas com o meio ambiente (PERES, 2004). A producéo desses
componentes tem como funcdo proteger a planta contra herbivoros, ataque de
patdégenos, bem como beneficid-la na competicdo com outros vegetais. Além disso,
favorecem a atracdo de polinizadores, de animais dispersores de sementes, bem
como microrganismos simbiontes. Acrescidos a estes fatores biéticos, a producéo de
metabdlitos secundarios também protege o vegetal de influéncias externas, como
temperatura, umidade, protecdo contra raios ultravioleta (UV) e deficiéncia de
nutrientes minerais (PERES, 2004; SIMOES et al., 2010). Apresentam um padr&o de
distribuicao restrito a alguns grupos taxonémicos, no caso, cada familia, género, e
espécie produzem uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura delas, as
guais, podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na classificagdo das
plantas (BELL et al., 1980; WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA,
2008).

2.2 APLICACOES TERAPEUTICAS DOS METABOLITOS DE PLANTAS

2.2.1 Antimicrobianos

Os metabdlitos secundérios vegetais destacam-se na area da farmacologia
devido a seus efeitos bioldgicos sobre a saude da espécie humana, contribuiram
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, apresentando mecanismos
de acao independentes para os diversos processos infecciosos, anti-inflamatérios,
analgésicos e antipiréticos. Um agente antimicrobiano ideal exibe toxicidade seletiva
e isto implica que uma substancia deve ser eficiente contra a bactéria alvo, porém
seguro quanto a toxicidade ao paciente, como podemos observar nos vegetais
(BROOKS et al., 2008; SILVA, 2016; SOFIATI, 2009). O mecanismo de acédo da
maioria dos antimicrobianos ndo estd totalmente esclarecido, mas, podem ser
divididos em 4 categorias: (I) inibicdo da sintese da parede celular; (Il) inibicdo da
funcdo da membrana celular; (Ill) inibicdo da sintese de proteinas; (IV) inibicdo da
sintese de acidos nucléicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003; BLACK, 2002;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MADIGAN et al., 2010).
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Os produtos do metabolismo secundéario acumulado pelas plantas podem
atuar de duas formas: como “potencializadores de atividade antibacteriana”,
favorecendo a atividade de antibidticos cuja acdo encontra-se limitada por
mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos; ou como
“atenuantes de viruléncia”, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a
infeccdo (GONZALEZ-LAMOTHE et al., 2009). A resisténcia aos antimicrobianos é
um processo genético relacionado a existéncia de genes no micro-organismo que
codificam diferentes mecanismos e evitam a a¢cdo dos medicamentos. Ela pode ter
origem em mutagcdes que ocorrem no micro-organismo durante Seu processo
reprodutivo ou através do intercambio de material genético (transferéncia horizontal
génica — THG) através da conjugacéo, transducéao e transformacdo (UETANABARO;
GOES-NETO, 2006). As bactérias também podem desenvolver resisténcia aos
antibioticos por meio de alguns mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na
literatura (JACOBY, 2005; MIN et al., 2007). Os mecanismos incluem: modificacdo
guimica do antibiético, através de enzimas especificas; alteracdo do sitio de ligacéo
do antibidtico; substituicdo do sitio de ligacdo do farmaco; diminuicdo da
permeabilidade ao antibidtico; aumento da sintese de substrato com o qual o

farmaco compete; sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.
2.2.2 Processo inflamatorio

Dentre as diversas aplicacdes terapéuticas dos metabdlitos de plantas pode-
se citar também suas indicacdes realacionadas a inibicdo da inflamacdo, a
antipirese, a analgesia e a suas propriedades antioxidantes. A inflamacao (Figura
11) consiste em uma resposta tissular frente a qualquer tipo de lesdo, e se inicia
com a formacédo de acido araquidonico (AA) a partir de fosfolipideos de membranas
celulares, por uma enzima denominada de fosfolipase Az (PLAz). Posteriormente, 0
AA dard origem aos mediadores inflamatorios por duas vias: | - Via das
cicloxigenases (COX), produzindo prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (Pls) e
tromboxanos (TXs) e Il - Via das lipoxigenases (LOX), derivando dai a formacéo de
leucotrienos (LTs). PGs, PlIs, TXs e LTs sao os principais mediadores responsaveis
pela resposta inflamatoria, sendo denominados de prostanoides. Esses mediadores
séo responsaveis ndo so pela producéo do processo inflamatério, como também séo
importantes em eventos fisiolégicos como a modulacdo da secrecdo &cida gastrica,

desempenhando fundamentais papéis na homeostase do organismo. Ha duas
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isoformas de COX: a COX |, relacionada aos processos fisiolégicos e a COX Il
produzida pelos tecidos em resposta a uma leséo, iniciando o processo inflamataorio.
Sabe-se, porém, que ambas as isoformas, a COX | e a COX Il, sdo expressas tanto
pelos tecidos normais como nos tecidos inflamados (FERREIRA, 2009).

Figura 11: Cascata inflamatoria a partir do acido aracdénico
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Fonte: https://fenilbutazonacaval.wix.com. Acesso em: 06/02/2015.

O processo inflamatoério € composto de trés fases, cada qual mediada por
diferentes mecanismos: uma fase aguda, caracterizada principalmente por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular; uma fase tardia, com a
infiltracdo de leucocitos e células fagocitarias e a fase proliferativa cronica, na qual
ocorre degeneracao tecidual e fibrose. Na fase aguda a inflamacéo causada pelos
prostanoides excede certos niveis, quantidades suficientes desses mediadores

endogenos entram na circulacdo sistémica e sdo disseminados pelo sangue a
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diferentes orgéos. Isso resulta huma complexa variedade de reacdes sistémicas,
uma resposta multifatorial do organismo a infeccdes, lesdes ou traumas. Estas
respostas incluem o desenvolvimento da dor, febre, perda do apetite, aumento do
ciclo de sono, diminuicdo da atividade motora e diminuicdo do comportamento de
alerta (ROTH et al., 2009).

2.2.3 Febre

A febre pode ser definida como uma elevacdo controlada da temperatura
corporal em resposta a uma lesdo, trauma ou invasédo de agente infeccioso. Essa
elevacdo regulada da temperatura interna do organismo para niveis acima dos
normais ocorre em decorréncia da alteragdo do balanco térmico modulado pelo
hipotdlamo (DINARELLO et al., 1988). O aumento da temperatura corporal ocorre
para se adequar ao elevado set point, ou seja, o0 corpo
se organiza para manter a temperatura elevada (devido a elevacdo do ponto de
ajuste da temperatura), através de mecanismos que garantam a producdo e a
conservacgao de calor (ROTH, et al., 2009).

Os pirégenos exégenos ao entrarem no hospedeiro, causam febre através da
formacdo e liberacdo de citocinas pirogénicas pelos leucécitos (Figura 12). O
sistema imune inato, predominantemente associado com neutrofilos, mondcitos e
macrofagos, representam a primeira linha de defesa contra uma variedade de
patégenos. A presenca no hospedeiro de patdogenos que representem risco de
infeccdo sdo reconhecidos por padrbes moleculares associados aos patdgenos
(PAMPs). Membros da familia de receptores Toll- like (TLR) sédo receptores chave
para reconhecimento dos PAMPs (XI; RAMIREZ; DIMOPOULOQOS, 2008).

Os mecanismos de transducao de sinal do TLR e, possivelmente, de outras
células levam a producdo das citocinas inflamatérias no hospedeiro infectado
(HUBSCHLE et al., 2006; KANASHIRO, et al., 2008). Essas citocinas e outros
mediadores inflamatorios, como as interleucinas IL-1, IL-6, TNF-a e interferons,
estdo implicadas na febre e sdo chamados pirdgenos endégenos (ROTH et al.,
2009). Estes afetam, direta ou indiretamente, a termogénese, através de sua agao
no centro termorregulatério da area pré-optica anterior do hipotalamo anterior (POA-
HA). A producdo da febre a partir desses mediadores vai depender da producéo
hipotalamica de PGs (SOUZA et al., 2002; KANASHIRO, et al., 2008).



38

Figural2: Mecanismo da febre e acdo dos antipiréticos
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Fonte: Roth et al. (2009)

2.2.4 Processo de dor

O estimulo inflamatério ou a lesédo tecidual irdo promover a liberacdo de
citocinas, que disparam a liberacdo dos mediadores finais, que sao prostandides e
aminas simpatomimeéticas responsaveis pela resposta de dor (VERRI et al., 2006). A
dor é um dos sinais classicos do processo inflamatério e decorre da sensibilizacéo
dos nociceptores. A percepcdo da dor é a integracdo funcional dos sinais da via da
dor, modulado por condi¢cdes psicolégicas, motivacionais e emocionais, além da
histéria individual. A nocicepcdo ou a sensacdo nociceptiva resulta da ativacédo de
subpopulacdes de neurbnios sensoriais primarios especificos que transmitem a
informac&@o nociceptiva para o corddo espinhal, sendo retransmitido até o cortex
(VERRI et al., 2006).

Nocicepcédo de forma simplificada, pode ser considerado como uma cadeia de
trés etapas, com o neurdnio de primeira ordem originada na periferia (transducéo) e

projetando-se para a medula espinhal, o neurdnio de segunda ordem ascende pela
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medula espinhal (transmissdo) e o neurdnio de terceira ordem projeta-se para o
cortex cerebral (modulacao) (TRANQUILLI, 2004).

Dessa forma, a dor periférica € iniciada pela endotelina, substancia P,
histamina e pela bradicinina, sendo ampliada pela acado das PGs, principalmente a
PGE2 e a PGI2, através da ligacdo a receptores nociceptivos (Figura 13). A PGI2
esta relacionada com a hiperalgesia imediata e de curta duracdo, enquanto a PGE2
se relaciona com a hiperalgesia longa, que pode persistir por até 6 horas (SPINOSA
et al., 2006).

Figura 13 - Monitoramento dos transdutores nociceptores da dor e influéncia

das condicdes teciduais.
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2.2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes naturais estdo presentes em frutos, sementes, folhas e
raizes de plantas, inibindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), as
guais estdo implicadas em varias fisiopatologias. Os compostos antioxidantes
podem ser definidos como substancias que, quando presentes em pequenas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo
inibir substancialmente a oxidagcdo do substrato. Naturalmente, alguns antioxidantes
sao produzidos pelo corpo humano e outros podem ser adquiridos pelo consumo de
alimentos (NIKI, 2010).

Células vivas geram EROs como resultado das alteracGes fisiologicas e
processos bioquimicos, a producdo excessiva de EROs e reacdes que levam a
producdo de radicais livres pode levar ao estresse oxidativo celular, através da
oxidacdo de PTNs, acidos nucléicos e lipidios da membrana podendo causar
doencas degenerativas ou patologias (DEEPA et al., 2012). Radicais livres mais
estudados: radical hidroxila — OH*, anion superoxido - O2*, radical peroxil — ROO*,
radical alcoxil — RO* e 6xido nitrico — NO*. Entre esses radicais livres, o OH* e O2™
sdo 0s que tém maior importancia bioldgica, pois sdo formados durante o processo
normal ou exacerbados da reducdo de oxigénio molecular (O2) no interior das
mitocondrias. Embora o Oz ndo seja um radical livre, pode favorecer a formacao de
espécies radicalares (FUSCO et al., 2007; JOMOVA; VALKO, 2011).

De acordo com seu modo de acao, os antioxidantes podem ser classificados
em primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reacgao
através da doacao de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre.
Os antioxidantes secundéarios atuam retardando as etapas de iniciacdo da
autoxidacdo, por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de metais,
sequestro de oxigénio, decomposicado de hidroperoxidos para formar espécie nao
radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singletes
(SOUSA et al., 2007)

Em razdo das diferentes formas de atuacdo nos organismos Vivos,
dificilmente existira um método simples e universal pelo qual a atividade antioxidante

possa ser medida precisa e quantitativamente. Os testes geralmente utilizados séo
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TRAP - Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter, ORAC - Oxygen-Radical
Absorbancy Capacity, FRAP - Ferric-Reducing Ability of Plasma e TEAC - Trolox
Equivalent  Antioxidant Capacity e DPPH -  2,2-diphenil-1-picrilhidrazil
(VASCONCELOS et al., 2007).

2.3. CLASSE DOS METABOLITOS DE PLANTAS

O estudo dos mecanismos de alguns processos biolégicos que atingem a
saude da humanidade, pode-se entender as diversas propriedades farmacologicas
dos extratos vegetais, 0 que esta relacionada ao seu metabolismo secundario, que €
a capacidade biossintética dos vegetais tanto em relacdo a quantidade de
substacias, quanto em diversidade destas em um mesmo vegetal. Dentre o0s
metabolitos secundarios existem trés grandes classes: os terpenos, os alcaloides e
os compostos fendlicos. Apesar da diversidade, toda essa gama de substancias
produzidas é sintetizada a partir de quatro vias metabdlicas principais (Figural4): via
do acetato-malonato, via do acetato-mevalonato e a via do acido chiquimico. E para
todas essas vias, 0s seus precursores (blocos construtores) sdo provenientes do
metabolismo primario, no caso o conjunto de reacgdes ligado aos processos vitais de
respiracao, fotossintese e formacao de novos tecidos nas plantas, responséaveis pela
sintese dos carboidratos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos (DEWICK, 2009). A
origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, duas vias intermediaris principais: o acido chiquimico e o
Acetil-CoA (SANTOS, 2010).
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Figura 14: Ciclo biosintético dos metabolitos secundarios
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O &cido chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides

derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides, compostos que tém em

comum a presenca de um anel aromatico na sua constituicdo; ao passo que 0s

derivados do acetato sdo os aminoacidos alifaticos e os alcaloides derivados deles;
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terpenoides, esteroides, acidos graxos e triglicerideos (LEITE, 2008). Geralmente,
estas substancias ndo se encontram na planta em estado puro, mas sob a forma de
complexos, cujos diferentes componentes se completam e reforcam sua acéo sobre
o organismo. No entanto, mesmo quando a planta medicinal s6 contém uma
substancia ativa, esta tem sobre o organismo humano um efeito mais benéfico,
devido sua falta ou baixa toxicidade, que o produzido pela mesma substancia obtida
por sintese quimica. Esta propriedade apresenta um grande interesse para a
fitoterapia, tratamento através das plantas ou das substancias de origem vegetal
(ELISABETSKY; SOUZA, 2007).

O maior grupo de produtos naturais consiste nos isoprenoides,
compreendendo mais de um terco de todos o0s compostos conhecidos, 0s
metabdlitos derivados do mevalonato (KLEINIG, 1989; MUHLBAUER et al, 1998).
Todos os terpenos sao formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos que, quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em
isoprenos (Figura 15) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Figura 15: Estrura quimica do isopentenilpirofosfato
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Fonte: O autor (2016)

A classificacdo dos terpenos pode ser feita de acordo com o numero de
unidades de isopreno que vao se ligando entre si, orientadas em sentido inverso
(cabeca-cauda) podendo ser: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e carotenoides (C40)
(PERES, 2008). A maioria dos Oleos volateis € constituida de derivados de
terpenoides. Os hemiterpenoides sdo o0 menor grupo dos terpenos, 0 seu
representante mais conhecido e estudado € o isopreno, um produto volatil liberado
de tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al., 2000).

Os monoterpenos sdo compostos por duas unidades de isopreno. Devido a
seu baixo peso molecular, costumam ser volateis, sendo, portanto, 0s constituintes

dos Gleos essenciais e das esséncias volateis, atuando principalmente na atracdo de
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polinizadores. Podem ser isolados através de destilacdo ou extragdo e atualmente
sdo conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides naturais (OLIVEIRA et al., 2003).
Os sesquiterpenos, em geral, podem atuar como compostos antimicrobianos contra
fungos e bactérias (fitoalexinas) e anti-herbivoria (NIERO; MALHEIROS, 2007).
Estes compostos sdo 0s mais frequentes nos 6leos volateis.

Comum por sua atividade antimicrobiana, o mecanismo pelo qual a maioria
dos Oleos essenciais exercem essa acao € através de sua atividade na estrutura do
envoltorio celular bacteriano, desnaturando e coagulando as proteinas. Mais
especificamente, atuam alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica por
ions hidrogénio (H*) e potassio (K*). A alteracdo do gradiente i6bnico conduz a
deterioracdo dos processos de geracado de energia microbiana e consequentemente
morte bacteriana (DORMAN; DEANS, 2000). Esse mecanismo pode ser observado
em estudo realizado por Hyldgaard; Mygind; Meyer (2012) utilizando o carvacrol, um
monoterpenos fendlico isolado do orégano, sua atividade antimicrobiana esta
relacionada ao aumento da fluidez da membrana plasmatica, devido a alteracfes na

composicao dos acidos graxos da membrana.

Trabalhos de Park et al. (2011) e Sain et al. (2014) mostraram que o [3-
cariofileno, um sesquiterpeno, em células de linfoma e neuroblastoma na
concentracdo de 50 pg.m/L foi capaz de inibir o crescimento e induzir apoptose
celular, uma caracteristica marcante da morte por apoptose € a fragmentacdo do
DNA, por ativacdo de endonucleases. Murata et al. (2013) mostraram que o
monoterpeno eucaliptol (50 mM), também presente no extrato hidroalcodlico de
Salvia officinalis L, foi capaz de ativar p38 e caspase-3, induzindo a apoptose e

suprimindo a proliferacdo tumoral em células de cancer colorretal humano (HT-29).

Os diterpenoides compreendem um grande grupo de compostos nao volateis,
possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os hormonios,
acidos resinicos e agentes anticancerigenos (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). Peres (2004) descreve que talvez o principal papel
desempenhado por um diterpeno seja o das giberelinas (Figura 16), um importante
hormonio vegetal responséavel pela germinacao de sementes, alongamento caulinar

e expanséao dos frutos de muitas espécies vegetais.
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Figura 16: Estrutura quimica da giberalina
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Fonte: O autor (2016)

O Esteviosideo, um diterpeno glicosidico extraido da Stevia rebaudiana
Bertoli, foi estudado quanto aos seus efeitos cardiovasculares em humanos em
estudos duplo-cego controlado e concluiu-se que sua administragcéo oral por 12 e 24
meses levou a reducdo dos niveis de pressédo arterial sistdlica, diastdlica e média
(CHAN et al., 2000; HSIEH et al., 2003). O mecanismo de acdo do esteviosideo
consiste em bloqueio do influxo de calcio extracelular (LEE et al., 2001) e liberagéo
de prostaglandina vasodilatadora (TIRAPELLI et al., 2010).

Os triterpenoides formam os componentes das resinas, latex, ceras e cuticula
das plantas. Entre os triterpenos esta uma importante classe de substancias, tanto
para vegetais quanto para animais, trata-se dos esteroides (Figura 17), os quais sao
componentes dos lipidios de membrana e precursores de hormonios esteroides em
mamiferos, plantas e insetos. Como exemplos de tetraterpenos, podem ser citados
os carotenoides, e as xantofilas, pigmentos intimamente ligados aos processos
fotossintéticos e especialmente, na pigmentacdo de flores e frutos. Existe ainda um
grupo complexo de terpenos cujas moléculas séo resultantes da sintese de mais de
oito unidades de isoprenoides, ou seja, com mais de 40 carbonos na sua estrutura,
estes sdo chamados de politerpenoides, que contém compostos como ubiquinonas,
poliprenoides e polimeros longos encontrados, por exemplo, no latex (ROBBERS et
al., 1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).



46

Figura 17: Estrutura quimica de fitoesterois

Fonte: O autor (2016)

Os fitoesterides sdo compostos com 28 ou 29 carbonos, diferindo do
colesterol (27 carbonos) pela presenca de uma ramificagcdo metila ou etila adicional
na cadeia carbdnica. Os fitosteréis sdo semelhantes aos fitostanois, dos quais
diferem pela presenca de insaturacdes. Sua grande similaridade com o colesterol
parece ser responsavel pela excrecao fecal do colesterol dietético e consequente
reducdo do colesterol sérico. Os efeitos dos esteroides vegetais na reducdo da
colesterolemia tém sido amplamente estudados desde a década de 50 e sao

reconhecidas suas propriedades hipocolesterolémicas (ARAUJO, 2008).

Ja foram identificados mais de 40 esterois, sendo os mais abundantes em
alimentos o B-sitosterol, o campesterol e o estigmasterol. Estdo presentes em
alimentos como soja, milho, trigo, frutos oleaginosos e 0Oleos vegetais em geral,
principalmente de canola, arroz e girassol. Dentre seus beneficios a saide humana
destaca-se a reducgéo da absorcao do colesterol da dieta, com consequente reducao
dos niveis sanguineos; a reducao do risco de doencas cardiovasculares; e inibi¢do

do crescimento de certos tipos de tumores malignos (SALGADO, 2009).

A estrutura quimica dos glicosideos cardioativos é bastante peculiar,
compreende trés partes distintas: a) uma parte ester6ide, denominada de aglicona
ou genina; b) uma parte glicosidica ligada a genina pela hidroxila 8 do carbono-3; c)
lactona (FRAGA; BARREIRO, 1996). A acdo terapéutica dos glicosideos
cardioativos depende da estrutura da aglicona e do tipo e niumero de unidades de
acucares anexadas, aumentando a solubilidade em &gua e a ligacdo ao musculo
cardiaco. Dois tipos de agliconas sé&o conhecidos: os cardenolideos (digitoxigenina)

compostos de 23 carbonos e os bufadienolideos (helebrigenina), com estruturas de
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24 carbonos. Ndo ha fontes alimentares para sua obtencdo e sdo extraidos de
plantas. Os efeitos dos glicosideos cardioativos foram descobertos como resultado
da sua aplicacdo no tratamento de edema, em que se observou, indiretamente, seu
efeito sobre o coracdo, melhorando o suprimento sanguineo aos rins, eliminando o
excesso de fluido (SIMOES et al., 2007).

Figural8: Estrutura quimica dos cardenolideos

Fonte: O autor (2016)

Os carotenoides sdo uma familia de pigmentos abundantemente encontrados
na natureza, sendo 0s responsaveis pela cor da maioria das frutas e vegetais, que
pode variar desde o amarelo até o vermelho vivo. Dos mais de 600 carotenoides
existentes, aproximadamente 20 estdo presentes no plasma e tecidos humanos,
destacando-se: o alfa-caroteno, beta-caroteno, beta-criptoxantina, licopeno, luteina e
zeaxantina (COZZOLINO, 2009). Esses compostos sé&o importantes na dieta devido
ao fato que muitos deles se convertem em vitamina A no organismo. Estudos tém
demonstrado também que os carotenoides atuam como antioxidantes, protegendo
as células dos danos oxidativos e, consequentemente, reduzindo o risco de

desenvolvimento de algumas doencas cronicas (ARAUJO, 2008).

Dos carotenoides ja descobertos, cerca de 50 tém atividade bioldgica
significativa como provitamina A, como o B-caroteno, que recebe maior atencédo por
possuir maior atividade de vitamina A. No entanto, muitos carotenoides com pouca
ou nenhuma atividade de vitamina A (a-caroteno, licopeno), séo estudados por seu
potencial anticarcinogénico, devido a sua acdo antioxidante. Estdo presentes em
frutas, ou em vegetais amarelos, alaranjados e vegetais folhosos verde escuros
(ARAUJO, 2008).
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Os carotenos protegem os lipidios dos danos peroxidativos inativando o
oxigénio singleto, sem sofrer degradacdo, através da reacdo com os radicais
peroxila, hidroxila e superoxido. A atividade antioxidante dos carotenoides é
decorrente da habilidade de deslocalizar elétrons desemparelhados através da
estrutura de ligagdes duplas conjugadas (OMONI, 2005; SOUSA, 2007).

As saponinas sdo compostos que apresentam em sua estrutura uma parte
com propriedades lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra parte hidrofilica, seu
comportamento anfifilico e a capacidade de formar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipideos determinam um numero variado de suas propriedades
biolégicas para essas substancias, destacando-se a acdo sobre membranas
celulares, alterando a sua permeabilidade, ou causando sua destruicao.
Relacionadas com essa acdo sobre a membranas, estdo as atividades hemoliticas,
ictiotoxica e moluscicida (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007).

A atividade mais comum das saponinas é a capacidade de produzir hemolise.
Essa propriedade é resultado da interacdo das suas moléculas com o colesterol
presente na membrana de eritrocitos, o que resulta na mudanca conformacional da
membrana e leva a uma penetracdo de ions e 4gua na hemacia, com consequente
rompimento celular e liberacdo de hemoglobina (GLAUBERT;, DINGLE; LUCY, 1962;
HARUNA et al., 1995). Segundo Jentsch et al. (1961) A atividade hemolitica foi
apontada para um namero significativo de saponinas, no entanto, a irritagcdo causada
nas mucosas tem impedido o desenvolvimento de aplicacdes. Dentre seus efeitos no
organismo humano destacam-se 0s antioxidantes, em que se ligam a sais biliares e
colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcédo, além disso, possuem acao
citotoxica atuando contra células tumorais (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE,
2007). Os principais alimentos em que sdo encontradas saponinas S8o soja e
alimentos derivados desta, outras leguminosas, alfafa, espinafre, beterraba,
aspargos, acafrdo, amendoim, nozes e folhas de chas (SPARG; LIGHT; STANDEN,
2004).

O papel biologico das lignanas nos vegetais ainda ndo € completamente
conhecido, mas se acredita que esteja relacionado com a defesa do organismo e na
regulagdo do seu crescimento. As diferentes estereoquimicas e padrdoes de
substituicdo nos grupos arila contribuem na formacgéo de diferentes estruturas que

podem apresentar diversas atividades biologicas. Dentre as de maior interesse,
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destacam-se as atividades antiviral, antifingica, imunossupressora, antiasmatica,
antioxidante e citotoxica (KITAMURA; HIROKAWA; MAEZAKI, 2006).

Segundo Cardoso Carraro et al. (2012) a insercdo de lignanas na dieta
humana é muito importante. Um dos alimentos mais enriquecidos com essa classe
de metabdlitos é a semente de linhaga (Linum usitatissimum). Os efeitos benéficos
de linhaca sobre o metabolismo do tecido adiposo e diminuicdo de gordura visceral
sao atribuidos a presenca das lignanas nesta espécie. Outros alimentos, apesar de
conterem uma quantidade menor de lignanas, também sdo importantes fontes
destas substancias, como a laranja e o café, e seu consumo diario esta associado a

inUmeros beneficios, principalmente na prevencao de alguns tumores.

As cumarinas séo lactonas do acido o-hidréxi-cinamico, sendo que o principal
representante € a 1,2-benzopirona (Figura 19), denominada simplesmente de
cumarina. Estes constituintes vegetais sdo derivados do metabolismo da
fenilalanina, tendo como precursores iniciais 0s acidos cinamico e p-hidroxi-
cindmico, a partir dos quais as cumarinas e seus derivados sao biossintetizados

(LOZHKIN; SAKANYAN, 2006).

Figura 19: Estrutura quimica da 1,2-benzopirona
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Fonte: O autor (2016)

As cumarinas sdo de grande interesse para as industrias farmacéuticas
devido as suas diversas propriedades farmacolégicas como: antioxidante,
imunossupressora, antitumoral, anticoagulante, antiviral e anti-inflamatoria
(RIVIEIRO et al., 2010).

Estudos foram realizados por WITAICENIS et al. (2012) e demonstraram que
a atividade anti-inflamatoria intestinal do derivado cumarinico 4-metilesculetina esta
relacionada com a reducado dos niveis de IL-1pB, inibicdo da atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO), fosfatase alcalina e matrix metaloproteinase - 9 (MMP-9) e
pela atividade antioxidante do composto, observada pela diminuicdo nos niveis de
malondilaldeido (MDA) e por evitar a deplecdo do conteudo de glutationa total

(GSH). Além disso, estudos in vitro demonstraram que a 4-metilesculetina promove
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a inibicdo de IL-1P, IL-8, IL-2 e IFN- y em culturas de células RAW 264.7, Caco-2 e

esplendcitos.

Os alcaloides, segundo maior grupo de metabdlitos secundarios, constituem-
se num vasto grupo de compostos com grande diversidade estrutural, representando
cerca de 20% das substancias naturais descritas. Os alcaloides sdo compostos
organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo de nitrogénio (N) em um
estado de oxidacao negativo e cuja distribuicéo € limitada entre os organismos vivos
(Figura 20). S&o compostos encontrados predominantemente em angiospermas e
farmacologicamente ativos (HENRIQUES et al., 2002). Estes produtos naturais de
baixo peso molecular sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina),
0sS quais sao derivados do &cido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos
como a ornitina e a lisina (PERES, 2004), podendo ser classificados de acordo com

0 aminoacido precursor e sua forma estrutural (Tabela 2) (DEWICK, 2002).

Figura 20: Estrutura quimica de um alcaloide

Fonte: O Autor (2016)
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Tabela 1: Principais classes de alcaloides sintetizados pelas plantas

Classe Aminoé&cido Exemplos Estrutura quimica
precursor
Piperidinicos Lisina Coniina,cassina, O
espectalina. N7 T
H Coniina
Inddlicos Triptofano Quinina,
vimblastina,
vincristina.
Quinina
Isoquinolinicos Tirosina Morfina, codeina, Hie° NH2
mescalina. HsC\O:Q/\/
H3C/o
Mescalina
Tropanicos Ornitina Atropina, hioscina, CH3

escopolamina.

. HOH,C

o'

Escopolamina

Pirrolidinicos Ornitina Nicotina, higrina

Nicotina

Fonte: Adaptado de FACCHINI; DE LUCA, 1998.

Esses metabdlitos sdo de grande interesse para os pesquisadores, devido a
heterogeneidade quimica do grupo, a distribuicdo restrita na natureza e ao grande
potencial bioativo (ROBBERS et al., 1997). Sdo encontrados em aproximadamente
14,2% dos géneros de plantas superiores (CORDELL et al., 2001), principalmente
em diversas partes de um vegetal como em tecidos com crescimento ativo, células
epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos (SIMOES et al.,

2010).
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Apesar da existéncia de algumas caracteristicas em comum, particularidades
da bioquimica, biologia celular e biologia molecular comprovam as diferencas entre
as subclasses de alcaloides. Enzimas envolvidas na catalise de reacdes em
mamiferos compartilham de mecanismos de a¢cdo comuns onde cada uma pode agir
sobre um amplo espectro de substrato ou sistema. J4 as reacdes envolvidas na
biossintese dos alcaloides sdo catalisadas por enzimas estereoespecificas
(formacdo de somente um isébmero, em detrimento de outro arranjo espacial),
regibes especificas (formacdo de somente um de dois produtos possiveis), com
acdo determinada sobre substratos especificos. Os principais aminoacidos
envolvidos nestes processos sdo lisina, ornitina, tirosina e triptofano. Sozinhos ou
combinados com moléculas de secoiridoide, esteroide ou terpenoide, permitem a
formacédo de diversas classes de alcaloides (FACCHINI; DE LUCA, 1998; YANG;
STOCKIGT, 2010).

Os alcaloides piperidinicos tém como aminodacido precursor a lisina, a partir
da qual é formado um anel piperidinico, originado por perda de um grupo carboxilico
e um atomo de nitrogénio (GUPTA; SPENCER, 1969). O triptofano é um aminoéacido
aromatico derivado do corismato, sintetizado na via do chiguimato, e que por acdo
de descarboxilase, origina triptamina. A condensacdo de triptamina com
secologanina produz estrictosidina, molécula intermediaria na sintese dos alcaloides
indolicos. A quinina (Cinchona officinalis), camptotecina (C. acuminata), estricnina
(Nux vdémica), vincristina e vimblastina (Catharanthus roseus) sdo exemplos deste
grupo (EL-SAYED; VERPOORTE, 2007).

Todos os alcaloides isoquinolinicos apresentam em sua composi¢cdo nucleo
tetrahidroisoquinolina, derivado da tirosina (FACCHINI; DE LUCA, 1995). Os
alcaloides tropanicos e os alcaloides pirrolidinicos envolvem a participacdo de
precursor comum na biossintese, a putrescina, diamina derivada da descarboxilagédo
do aminoé&cido ornitina (SATO et al., 2001).

Por sua variedade estrutural varias atividades biologicas sédo atribuidas aos
alcaloides, como emetina (amebicida e emético), atropina, hiosciamina e
escopolamina (anticolinérgico), reserpina e protoveratrina A (antipertensivo), quinina
(antimalérico), camptotecina, vinblastina e vincristina (antitumorais), codeina e
noscapina (antitussigenos), quinidina (depressor cardiaco), cafeina (estimulante do

SNC), teobromina e teofilina (diuréticos), colchicina (tratamento da gota),
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tubocurarina (miorrelaxante), efedrina (simpatomimético), castanospermina (antiviral)
entre muitos outros (HENRIQUES et al., 1999).

Um dos mecanismos de acdo desta classe de compostos pode estar
correlacionado com a capacidade dos alcaloides de desestabilizar as membranas
biolégicas justificando sua atividade fangica (SIMOES, 2010). Alcaloides que
apresentam atividade antitumoral inibem a sintese de DNA e RNA e proteinas,
provavelmente, por intercalacdo na dupla hélice do DNA e por ligagdo com acidos
nucléicos. Os alcaloides diméricos de Catharanthus (vincristina e vinblastina) sédo
usados na terapia de varias doencas neoplasicas, causando parada da divisdo
celular durante a metafase devido a sua ligacéo especifica com a tubulina, inibindo a
polimerizacdo (SIMOES, 2010).

Estudo realizado por Hatae et al. (2015) com o alcaloide normalmente
isolados de plantas das familias Rutaceae, Papaveraceae e Fumariaceae
apresentam atividade antiproliferativa potente contra células cancerigenas, células
HCT-116 de tumor de célon e HL-60 de leucemia promielocitica, por sua capacidade
para inibir de topoisomerase, isto é, os alcaloides nitidina e fagaronina causam a
morte de células tumorais por inibir as topoisomerases | e Il (LARSEN et al., 1993;
KHADKA; CHO, 2013) A gueleritrina tem efeito toxico nas células tumorais e atrasa
seu crescimento através da inibicdo da proteina ciinase C, enzima que catalisa a
fosforilagéo de proteinas (SOBRINHO,2013).

A brucina, um alcaloide de Strychnos nux-vomica L. possui propriedades
analgésica e anti-inflamatéria, diante de um trauma tissular, o acumulo local de
prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e outros mediadores quimicos ocasionam
a sensibilizacao periférica da dor, que se caracteriza por uma alteracéo no limiar de
nociceptores, provocando dor, eritema, aumento da temperatura local e edema,
como uma resposta aguda ao processo inflamatoério estabelecido (SAKATA, ISSY,
2008; SMITH et al., 1998). A brucina pode inibir significativamente a libertacdo de
PGE2 em processo inflamatorio e na dor induzida por acido acético, reduz a
permeabilidade vascular (YIN et al., 2003), o que pode explicar por sua propriedade

analgésica e anti-inflamatéria.

O organismo possui vérias regides e estruturas que sS8o responsaveis em
modular mecanismos intrinsecos da sensacéo dolorosa, apos a sensibilizacdo dos

diversos nucleos do talamo, os sinais sdo propragados para as diferentes areas do
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cértex, substancia cinzenta pariaguedutal, hipotalamo, amigdala e cerebelo
(MERSKEY, 1994). Principio ativo da Papaver somniferum, a morfina age em nivel
de sistema nervoso central, por sua acao hipnoanalgésica, seu mecanismo de acéo
ocorre como consequéncia de sua interacdo com receptores especificos g (mu), d
(delta), e k (kapa), localizados em diversos pontos do sistema aferente e eferente,
gue participam da transmissdo da sensibilidade dolorosa e modulam a informacéao
nociceptiva (PICKER et al., 1992; WONG et al., 2000).

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
desempenham fun¢bes essenciais no processo de polinizagdo, no crescimento
celular, na defesa contra pragas, contra infecées microbianas, na protecao contra
radiacbes ultravioleta, e na modelacdo da distribuicho de horménios e como
moléculas de sinalizagdo para micro-organismos simbiéticos (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995). A diversidade estrutural dos compostos fendlicos (Figura 21) deve-se a
grande variedade de combina¢cdes que acontece na natureza, e estas combinacdes
podem ser categorizadas em varias classes, dentre elas destacam-se o0s
flavonoides, os acidos fendlicos e os taninos, como 0S mais comuns antioxidantes
fendlicos de fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007).

Estudos in vivo e in vitro apontam os flavonoides como moléculas
supressoras da carcinogénese, e alguns tm a capacidade de interagir sobre a
génese do cancer, bloqueando o estagio de promocéo através da inibicdo da sintese
da ornitina-descarboxilase. As classes que tem apresentado atividade antitumoral

sdo: flavanonas, flavandis, flavonas, flavonéis e isoflavonas (HUNG, 2010).
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Figura 21: Classificacdo quimica dos compostos fendlicos a sua divisdo nos

grandes grupos
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Os taninos, uma classe de compostos fendlicos, originados diretamente do

metabolismo do carbono. Sdo importantes componentes gustativos,

sendo

responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. Estes sao

classificados em dois grupos principais, cujas estruturas sdo muito diferentes entre

si, embora todos tenham em suas moléculas grupos poli-hidroxifendis. Os

pertencentes ao primeiro grupo sdo denominados taninos hidrolisaveis, que incluem

0s galotaninos e os elagitaninos (Figura 22), polimeros derivados dos acidos gélico e

elagico (DEGASPARI et al., 2004).
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Figura 22: Taninos hidrolisaveis: galotanino e elagitanino
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Os constituintes do segundo grupo séo denominados de taninos condensados
(Figura 23) e sao encontrados em maiores propor¢des e com maior importancia nos
alimentos. Exibem uma estrutura similar aos flavonoides, com coloracdo variando do
vermelho ao marrom. Em baixas concentracées em frutos, os taninos conferem-lhes
caracteristicas sensoriais desejaveis. Todavia em concentracbes mais elevadas,
conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas adstringentes (DEGASPARI
et al., 2004).

Figura 23: Taninos condensados

HO OH

Fonte: O autor (2016)
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Niemetz; Gross (2005) e Simdfes et al. (2007) sugerem que 0S possiveis
mecanismos de acdo dos taninos no organismo estejam relacionados a trés
propriedades: a) complexacdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre,
aluminio, célcio, entre outros); b) atividade antioxidante e sequestradora de radicais
livres e c¢) habilidade de complexar com macromoléculas, tais como proteinas e
polissacarideos. No organismo humano atuam como antidiarreico, anti-hipertensivo,
anti-hemorragico, cicatrizante, processos inflamatorios em geral e animicrobiano
(HOLNIK, 2015; RODRIGUES et al., 2014).

Segundo Loguercio et al. (2005) o mecanismo de acdo antimicrobiana dos
taninos explica-se por trés hipéteses; a primeira pressupde que 0s taninos inibem
enzimas bacterianas e fangicas e/ou se complexam com o0s substratos dessas
enzimas; a segunda inclui a agdo dos taninos sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando seu metabolismo e a terceira fundamenta-se na
complexacdo dos taninos com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre,
aluminio, célcio, entre outros), diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para
0 metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Outra classe dentro dos compostos fendlicos € a dos nado flavonoides. Esta
ndo apresenta uma estrutura basica em comum e, portanto, € uma classe muito
heterogénea (CHEYNIER, 2005). Os ndo flavonoides sado classificados como: os
derivados do acido hidroxibenzoico e os derivados do acido hidroxicinamico (Figura
24) (ANGELO; JORGE, 2007), que sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural
gue apresentam uma cadeia lateral com trés carbonos (C6—C3), como o0s acidos
caféico, ferulico, p-cumérico e sinapico, sendo estes 0s mais comuns na natureza.
Ja os derivados dos acidos hidroxibenzoicos incluem os &acidos galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, 0s quais apresentam a estrutura
comum C6-C1(MELO; GUERRA, 2002; BALASUNDRAM, 2006).
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Figura 24: Acido hidroxibenzoico (A) e Acido hidroxicinamico (B)
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Os derivados do acido hidroxicinamico sao compostos fendlicos de ocorréncia
natural que apresentam uma cadeia lateral com trés carbonos (C6-C3), como o
acido cafeico, ferulico, p-cumarico e sinapico, sendo estes 0s mais comuns na
natureza. Ja os derivados dos acidos hidroxibenzoicos incluem os acidos galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, os quais apresentam a estrutura
comum C6-C1(MELO; GUERRA, 2002; BALASUNDRAM, 2006).

Em grdos de cevada, tém sido identificados derivados dos acidos
hidroxibenzoico e hidroxicinamico, como o acido trans-ferulico, encontrado em maior
guantidade no gréo, seguido dos &cidos p-cumarinico e vanilico (MC MURROUGH
et al., 1992; SHAHIDI; NACZK, 2003). Esses acidos sédo conhecidos por atuarem
como antioxidantes primarios na recepcao de radicais livres, interrompendo a reacao
em cadeia e encontram-se presentes na camada de aleurona e no endosperma do
gréo (GOUPY et al.,, 1999). Antioxidantes fendlicos naturais, incluindo o acido
cafeico e &cido ferulico, ganharam atencdo notdvel como promissores agentes
fotoprotetores (YAMADA et al., 2006; MURRAY et al., 2008) e também tém estado
presentes em produtos de cuidado para pele pela sua atividade antioxidante. O
oxido nitrico (NO) parece ter grande participacdo na formacdo de eritema e
inflamacdo da pele (HALLIWELL, 2012). Saija et al. (2000) provaram que tanto o

acido cafeico quanto o ferulico agem sequestrando radicais NO.
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O acido cafeico tem demonstrado ser um protetor de a-tocoferol em
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (LARANJINHA et al., 1996). Além disso, a
sua conjugacdo com outros produtos, tais como com o0s acidos clorogénicos e
caftarico demonstrou atividade antioxidante potente em diversos sistemas (MEYER
et al., 1998; FUKUMOTO; MAZZA, 2000).

O 4cido cafeico e seus derivados, como o fenil éster do acido cafeico, tém
acao contra cancer bucal e no célon, bem como séo inibidores da COX-2 (WEYANT
et al., 2000; CESCHEL et al., 2002).

O principal grupo fendlico é dos flavanoides que podem ser originados
basicamente por duas rotas bioquimicas diferentes, a do acido mevaldnico e a do
acido chiquimico, sendo esta ultima participante na biossintese da maioria dos
fendis vegetais (QUIDEAU et al., 2011). A via do chiquimato € uma rota metabdlica
importante para as plantas e é iniciada com a condensacdo de fosfoenolpiruvato
(PEP) e eritrose-4-fosfato, para a formacéo de acido chiquimico (Figura 25). A partir
deste composto forma-se corismato, molécula precursora dos aminoacidos
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), sendo que por acdo da enzima
fenilalanina amoénia-liase (PAL) h& conversdo da fenilalanina em acido trans-
cindmico. Nas reacfes enzimaticas subsequentes s&do originados esqueletos
fenilpropanoides que servirdo de substrato para a biossintese de cumarinas,
ligninas, flavonas, antocianinas, estilbenos além de outros compostos fenolicos
(KOSUGE, 1969; HERRMANN, 1995).

A rota do acetato/mevalonato (MVA) também contribui para o processo de
sintese de fendis, embora de forma menos significativa (Figura 26). A enzima
chalcona-sintase (CHS) condensa uma molécula de cumaril-CoA com trés moléculas
de malonil-CoA (derivadas do acetato), formando tetrahidroxichalcona, substrato
intermediario para a biossintese de outros compostos fendlicos, como as

antocianinas, flavonadis, isoflavonoides e taninos condensados (CLAUDOT, 1997).
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Figura 25: Via do chiquimato
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Figura 26: Rota do acetato/mevalonato
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Compostos largamente distribuidos no reino vegetal, os flavonoides
encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta.
Sao pigmentos naturais importantes e nas plantas tem como funcdo principal
proteger estes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2010).
Basicamente, os flavonoides (Figura 27) constituem substancias aromaticas
possuindo 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico. Este grupo de
compostos polifendlicos apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois
anéis aromaticos denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um
anel heterociclico, denominado de anel C. O anel aromético A é derivado da via
acetato/malonato, enquanto o anel B € derivado da fenilalanina e um heterociclico
oxigenado, o anel C, onde os seus carbonos podem sofrer variacbes quimicas,
como hidroxilagdo, hidrogenacdo metilacdo e sulfonagcdo, proporcionando a
formacdo de mais de quatro mil compostos flavonoides, agrupados em vérias
classes (GEORGIEV et al., 2014).

Figura 27: Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: O autor, 2016

As principais classes de flavonoides (Figura 28) s&o as antocianinas,
flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas e flavanas (LAZARY, 2010). Estas
classes apresentam multiplos efeitos biolégicos, como atividade antioxidante, anti-
inflamatéria e antitumoral, poder de reducdo a fragilidade e permeabilidade
capilares; inibicdo da destruicdo do colageno a agregacao plaquetaria; um elevado
potencial redox que Ihes permite atuar como agentes redutores e possuem ainda um
potencial para quelar metais (MONAGAS; BARTOLOMEE; GOOMEZ -
CORDOVEES, 2005; VALLS; 2009). Assim, a ingestdo de flavonoides esta
associada a longevidade e a redugdo na incidéncia de doencas cardiovasculares
(ARAUJO, 2008; FILHO et al., 2001).
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Figura 28: Estrutura das principais classes dos flavonoides
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Os flavonois, subclasse mais numerosa de compostos pertencentes ao grupo
dos flavonoides, presentes em frutas e folhas, séo representados pelas quercetinas,
rutinas, micertinas e os caempferdis. Podem ser encontrados ainda as formas
monoglicosiladas dos anteriores: quercetina—3-O-glucurdsido, kaempferol-3— O-
glucurésido e -3-O-galactosido e a miricetina-3-O-glucurosido. Além destas, ainda
ocorrem as formas diglicosiladas- 3-O-glucoarabinoide da quercetina e do

kaempferol e a forma -3-O-glucosil xilosoide da quercetina.

Em estudos realizados por Queiroz et al. (2014) e Todorova; Trendafolova

(2014), no tratamento da inflamacédo aguda, em acdo conjunta, a quercetina e o
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caempeferol demonstram ter grande potencial anti-inflamatério por modular a acéo
de componentes celulares envolvidos no mecanismo da inflamacdo, como por
exemplo, a proliferacdo de linfécitos T, a producédo de citocinas pré-inflamatorias
como TNF-a e IL-1, e a atividade das enzimas da via do &cido araquiddnico, tais
como fosfolipase A2 , COX e LOX. Estas acdes promovem a agregacao de
plaguetas.

Pirie et al. (2014) e Sheuder et al. (2014), estudando o tratamento da
inflamacédo crbnica observaram que a quercetina tem acéo vasodilatadora, modifica
a biossintese de eicosanoides (resposta antiprostanoide) e tem a acdo anti-
inflamatéria. Por conseguinte € capaz de proteger o colesterol-LDL da oxidacéo,
impedindo a formacao de placa aterosclerdtica, e consequentemente prevenindo a
agregacao plaquetaria. Efeito anti-hipertensivo e anti-isquémico. Xu et al. (2013), em
seu estudo, evidenciaram a agéo dos flavondis no aumento da expressédo de genes
gue produzem proteinas sinapticas auxiliadoras do impulso elétrico durante as
sinapses, demonstrando potencial no tratamento de doencas como o mal de
Parkinson e a depressao.

As flavonas sdo encontradas quase que exclusivamente em frutas citricas.
Mas também em alguns cereais, conferem também pigmento amarelo em flores. Os
compostos mais comuns Sdo a apigenina, luteolina, diosmestina, hesperidina e a
naringerina. Os flavonoides citricos naringina e hesperidina, predominantemente
presentes no suco de laranja, sdo compostos glicosilados e sofrem reacdo de
hidrélise no intestino para a formagédo de suas agliconas (nharingenina e hesperitina,
respectivamente) e posterior absorcdo. Enquanto nos flavonoides nobiletina e
tangeretina que sao polimetoxilados, a auséncia do grupo glicosideo facilita sua
absorcéao (ASSINI et al., 2013).

No estudo realizado por FUKUCHI et al. (2008) pode-se observar o efeito de
flavonoides citricos presentes em extrato da casca do liméo (29,5% de eriocitrina,
0,9% de hesperidina, 0,5% de naringina e 0,3% de diosmina) sobre ratos
alimentados com dieta rica em lipidios. A suplementacédo com 0,5% deste extrato por
12 semanas reduziu o ganho de peso e 0 acumulo de gordura no grupo com dieta
hiperlipidica, e suprimiu o aparecimento de hiperlipidemia, hiperglicemia e
resisténcia a insulina. Os autores observaram um aumento dos niveis de RNAm do

receptor de ativacédo para proliferacdo de peroxissomos a (PPARa), que controla a
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expressdo de muitos genes envolvidos na oxidacdo de acidos graxos, sugerindo que
os flavonoides presentes no limdo podem ser ligantes ou ativadores naturais do
PPARa. Ainda, verificou-se o aumento dos niveis de RNAmM da enzima acil-CoA

oxidase, responsavel por aumentar a f-oxidacéo peroxissomal de lipidios.

Os isoflavonides ou isoflavonas, uma outra classe de importancia biolégica,
sdo encontradas quase que exclusivamente em legumes, particularmente na soja,
tem como representates a genisteina e a daidzeina, que apresentam efeito
anticancerigeno. Em populagdes que consomem dietas ricas em soja e seus
derivado, é possivel observar uma menor incidéncia de determinados tipos de
cancer (célon, mama e préstata, principalmente) quando comparadas com
populacdes que ndo consomem esses alimentos (LIU et al., 2007). Os mecanismos
pelos quais as isoflavonas inibem a carcinogénese ainda n&o estdao bem definidos,
porém, estudos sugerem que seus efeitos protetores podem estar relacionados a
inibicdo de enzimas participantes dos processos de proliferacdo celular, como a S6-
cinase ribossomal, proteina cinase C e enzimas de reparo em geral e DNA
topoisomerase |l (ZAKIR; FREITAS, 2015).

Os isoflavonoides bioativos e ndo nutricionais apresentam estrutura quimica
similar ao estradiol (Figura 29), o principal horménio feminino, e se comportam como
estrogenos verdadeiros, mas uma vez ligados aos receptores de estrogeno ndo séo
capazes de causar os mesmos efeitos colaterais. A acdo das isoflavonas como
repositores hormonais naturais esta baseada na capacidade de ligacdo com o0s
receptores de estrogeno, atuam na translocagéo para o nucleo da célula e induzem
a transcricdo do gene especifico, que pode incluir a divisdo celular. Uma das formas
de acao das isoflavonas, particularmente da genisteina, € o bloqueio de fosforilacdes
especificas como a do fator NFKB que participa em processos inflamatérios e na
osteoporose (ZAKIR; FREITAS, 2015).
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Figura 29: Semelhanca das estruturas quimicas do Estrogénio e da Isoflavona
OH
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Fonte: O autor (2016)

Yang et al. (2013) e Yan et al. (2014) observaram que as isoflavonas séo
grandes doadores de elétrons por apresentarem estruturas quimicas conjugadas em
anel B, ricas em grupos hidroxilas, que tém grande acao antioxidante por reagirem e
inativarem anions superoxido, oxigénio singleto, radicais perdxido de lipidios e/ ou
estabilizando radicais livres envolvidos no processo oxidativo. A acdo desta classe
de flavonoides potencializa a acdo de polimerases de revisdo, diminuindo danos
ocasionados ao DNA e inibe a promocao de tumores em varios tipos de cancer
iniciados a partir da agao de radicais livres.

Brewer et al. (2014) e Ma (2014) puderam constatar que o isoflavonoide
Daidzeina, em varias concentracfes diferentes e em tratamento crénico, demonstra
atuar como protetor e regenerador dos antioxidantes primarios do organismo, como
0 acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e o caroteno (vitamina A),
relatam também que esse isoflavonoide pode, efetivamente, inibir as reacdes
oxidativas deletérias a tecidos e retardar os fenémenos fisiopatologicos da
aterosclerose e da trombogénese. Babu et al. (2013) relatam que os flavondis, as
antocianidinas e as isoflavonas também exercem efeito benéficos no tratamento da
diabetes por aumentar a secrecao de insulina, diminuir a apoptose e promover a
proliferacdo de células B-pancreéticas. Também regulam o metabolismo da glicose
em hepatdcitos, reduzem a resisténcia a insulina, a inflamacdo e o estresse

oxidativo em tecidos musculares e adiposo.

As flavonas sdo compostos incolores, hidrossoluveis, que contribuem para o
sabor amargo e a adstringéncia do vegetal. Dentre as principais representantes

desse grupo estao: catequina, epicatequina, epigalocatequina,



66

epigalocatequinagalato e a epicatequinagalato (ARAUJO, 2008). Sdo encontradas
em vegetais da alimentacdo humana tais como cha verde, cerejas, amoras,
framboesas, mirtilo, uva roxa e vinho tinto. Dentre seus beneficios a saude humana
destacam-se a reducdo na incidéncia de certos tipos de cancer, reducdo do
colesterol sérico e estimulagéo do sistema imunoldgico (COZZOLINO, 2009).

Dentre os flavonoides destacam-se também as antocianinas, um grupo de
pigmentos naturais com estruturas fenodlicas variadas, que sao glicosideos com um
residuo de acucar no carbono 3 (Figura 30). Como produtos desta hidrélise, obtém-
se 0 componente glicidico e a aglicona é denominada antocianidina (DEWICK,
2008). As antocianinas encontradas em alimentos séo todas derivadas das
agliconas pertencentes a trés pigmentos basicos: pelargonidina (vermelha), cianidina
(vermelho) e delfinidina (violeta) (ARAUJO, 2008). S0 os componentes de muitas
frutas e hortalicas, como uva (Vitis L.), jabuticaba (Plinia cauliflora), roma (Punica
granatum), acai (Euterpe oleracea), maca (Malus domestica), azeitona (Syzygium
jambolanum), figo (Ficus carica), morango (Fragaria L.), repolho roxo (Brassica L.),
rabanete (Raphanus sativus), berinjela (Solanum melongena), entre outras,
apresentando grande concentragcdo nas cascas de cor escuras (MALACRIDA,;
MOTTA, 2006; TEIXEIRA; STRINGHETA; DE OLIVEIRA, 2015).

Figura 30: Estrutura geral das Antocianidina

Fonte: O autor (2016)

As antocianinas tém significante papel na prevencdo ou retardo do
aparecimento de vérias doencas por suas propriedades antioxidantes,
anticancerigena, alivio da inflamacao crénica, diminuicdo da hipertensdo arterial e
regulacdo da sindrome metabdlica (Yl et al.,, 2010). Estudos in vitro e in vivo
mostram que as antocianinas podem atenuar o estresse oxidativo envolvido no

processo aterosclerotico. Varios mecanismos podem estar envolvidos nesse
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processo, como a capacidade das antocianinas de inibir a oxida¢céo do LDL e reduzir
a injuria oxidativa das células endoteliais vasculares (CARDOSO; LEITE; PELUZIO,
2011).

Quin et al. (2009) em seu experimento com humanos, comprovaram que a
ingestao de antocianinas, extraidas de Vaccinium myrtillus (mirtillo) e Ribes Nigrum
(groselha preta), provocaram o aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) em
13,7%) e a LDL em 13,6%.

Hogan et al. (2010), em seu experimento com 0 extrato de acai (Euterpe
oleracea), rico em antocianinas (100 mg/g), tratou células de gliomas cerebrais de
ratos por 24, 48 e 72h com as doses do extrato: 50, 100 e 200 pg/mL, ao final
verificou a viabilidade celular (ICso) e a atividade antioxidante do extrato foram
realizadas de acordo com os meétodos Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC) e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e teve como resultado a inibigéo,
dose dependente, do crescimento das células cancerigenas. Alta capacidade
antioxidante do extrato de acai (ORAC e DPPH: 2589 umoles e 1208 umoles
equivalentes de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid),

respectivamente, também foi observada.

Segundo Cardoso; Leite; Peluzio (2011), existem evidéncias que comprovam
gue as antocianinas também apresentam propriedades anti-inflamatérias. Alguns
autores sugerem que os efeitos anti-inflamatdrios das antocianinas podem ser
explicados por diferentes mecanismos, tais como:

a) Inibicdo da ativacao do fator nuclear (NF-kB) em humanos:

Dentre os mecanismos regulatérios da resposta inflamatoéria, a via do fator
nuclear NF-kB representa uma via crucial no controle da transcricdo de varios genes
pré-inflamatdérios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao, proteinas de
fase aguda, reguladores da apoptose e da proliferacdo celular (WINTHER et al.,
2005). Portanto, a inibicdo desta via pode contribuir para a reducdo do processo
aterosclerotico.

b) Reducdo da concentracdo plasmatica da proteina quimiotatica de
mondacitos 1 (MCP-1) em humanos, in vitro e in vivo:

A MCP-1 é um biomarcador envolvido na evolucdo de doencas inflamatorias e
é expressa, principalmente nas fases iniciais da aterosclerose (BELTRAN-DEBON et

al.,, 2010). Esta proteina estd envolvida na aterogénese através de diferentes
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mecanismos. Ela promove o recrutamento de mondcitos e linfocitos T circulantes do
sangue para o espaco subendotelial e contribui para a diferenciacdo dos macréfagos
em células espumosas (Karlsen et al., 2007). A MCP-1 é uma quimiocina membro da
subfamilia de quimiocinas secretadas por vérios tipos de células presentes na
parede arterial, como as células endoteliais, as células musculares lisas, fibroblastos
e macrofagos e sua expressao pode ser mediada por fatores de transcricdo como o
NF-kB (GU; OKADA; CLINTON, 1998). A tabela 2 apresenta alguns detalhes sobre

alguns flavonoides de importancia biomédica.



Tabela 2: Propriedades cientificamente comprovadas dos flavonoides
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Citrus nobilis

Caesalpinia pulcherrima

Dracocephalum kotschyi

Rhus verniciflua
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g °
OH

OH O

OH
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HsCO o
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H,CO OCH,
o}

Calycopterin
OH

OH
o $
|

OH O
Buteina

T

OMe
Me
MeO 0. O
O | OMe
MeO
OMe °

Antitumoral

Antiviral

Antiproliferativa

Cardioproteror

Kawabata et al., 2005; Murakami
etal., 2002

Chiang et al., 2003

Mohhaddam, et al., 2012

Jeon et al. (2006);



Scutellaria baicalensis

Rhus verniciflua Stokes

Anacardium occidentale L.

Glycine max L.

(I
HO

OH O
Baicaleina

OH
OH
A
0)
Z
0

Sulfuretin

Isoflavona

7

Antifangica Serpa et al. (2012),
Neuroproteror Cho et al. (2012),
Apoptose de células malignas Konan et al. (2012);
leucémicas

Prevencdo de deméncia e doengca  Ahmad et al. (2014)
de Alzheimer

0



Glycine max L. Alivio da radiotoxicidade Hillman et al. (2011)
O | (radioterapia)
e
OH
Daidzeina
Citrus. x paradisi (Toranja) OH  Antidiabético Chung et al. (2008)
HO l @) O
OH O
Naringenina
Rubus sp. Recuperacao e regeneracao de Wang et al. (2011)
nervos

Miricetina
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2.4 BRASSICACEAE

Do ponto de vista econdmico, a familia Brassicaceae destaca-se em
funcdo da grande diversidade de espécie horticulas, como por exemplo:
alcaparras, brécoles, couve de Bruxelas, repolhos e couve-flor (SARDI e
TORDA, 2005; MATTHAUS e OZCAN, 2002). Os principais géneros desta
familia que tiveram sua constituicdo quimica investigada sdo: Maerua, Capparis
e Cleome (ABEL-MOGIG, 1999). Dentre as classes de substancias
predominantes destacam-se a ocorréncia de flavonoides. No entanto, as
seguintes classes de metabolitos especiais foram encontradas na familia
Brassicaceae: flavonoides (PELOTTO et al.,, 1998; SHARAF et al. 2000);
alcaldides (DELAVEAU et al.,, 1973; AHMAD et al., 1992); glicosinolatos
(MATTHAUS e LUFTMANN, 2000; MATTHAUS e OZCAN, 2002); glicosideos
indolicos (CALIS et al., 1999; 2002); sais de ambnio quartenarios (inclusive
betainas) (Mc LEAN et al., 1996; SARRAGIOTTO et al., 2004); oxindois
(DEKKER et al., 1987) e triterpenos do tipo lupano (ABDEL-MOGIB, 1999).

No Brasil, encontram-se aproximadamente cinquenta espécies que
integram a familia Brassicaceae, distribuidas nos seguintes géneros: Capparis,
Comonopus, Crateva, Dactylaena, Lepidium e Morisonia e Cleome (SOUSA,
2005). O género Cleome é formado de cento e cinquenta espécies, entre
plantas herbaceas, arbustivas e arbdreas; sendo vinte e oito destas nativas do
Brasil e amplamente distribuidas, preferencialmente em areas abertas. Sao
usadas como medicinais e ornamentais (PEREIRA et al., 2007). De acordo
com o uso tradicional, espécies do género Cleome sao utilizadas como
estimulantes, antiescorbutico, anti-helmitico, rubefaciente e vesicante, dentre
outros (BOSE et al., 2007). Como exemplos de espécies que sdo usadas na
medicina tradicional destacam-se: C. rutidosperma DC, C. droserifolia Forssk,

C. viscosa L., C. ramosissima Parl. e C. spinosa Jack.
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Tabela 3: Propriedade medicinal de espécies do género Cleome

Espécies de Cleome Atividades Atores

C. rutidosperma D.C. Antibacteriana, diurética, BOSE et al., 2006; 2007
analgésica e motora (diminuicao
da atividade locomotora) e
laxativa.

C. droserifolia Forssk Antimicrobiana, hepatoprotetora, ELNAGAR et al., 2005;
antihistaminica, diurético, reducdo MOTHANA et al., 2008
de indices glicémicos, e na

diminuicdo da presséo arterial.

C. viscosa L. Analgésica e citotoxica. SING; WEST, 1991
C. ramosissima Parl. Antihiperglicémica, EZZAT, S. M. et al
antihiperlipidémica 2014

No género Cleome destacam-se as seguintes classes de metabdlitos
especiais: alcaloides (DELAVEAU et al. 1973); flavonoides (SHARAF et al.,
1997; NASSAR et al.,, 2003); fenoxicumarina (RAMACHANDRAN, 1979);
diterpenos cembranos (COLLINS et al., 2004); cumarinas lignéides (ANIL et al.
1985); esteroides glicosilados; triterpenos damaranos e sais de amoénio
guaternario (McLEAN et al., 1996; AHMED et al., 2001).

2.4.1 Cleome spinosa

C. spinosa é uma espécie herbacea, com folhas inteiras ou mais
frequentemente compostas (digitadas), alternam em geral com estipulas
durante todo o ano, possui flores pouco vistosas de coloragdo branca,
hermafroditas, ciclicas, hipdginas, diclamidias, heteroclamidia. Os frutos séo
simples, seco, do tipo capsular, com deiscéncia longitudinal; com média de
12,5cm de comprimento, 0,26cm de largura e 0,24cm de espessura; cor verde
guando jovem e bege quando maduro; sua superficie externa é rugosa com
textura seca (PEREIRA et al., 2007).
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Figura 31: Espécie do presente estudo, Cleome spinosa Jacg.

No Brasil, as folhas, flores e raizes de C. spinosa sao utilizadas na
medicina tradicional. As folhas apds maceracdo sédo aplicadas sobre a pele e
agem como depurativos; as infusdes de folhas e flores sdo eficazes no
tratamento de bronquites, asma, febre, enquanto toda a planta mostra efeitos
digestivos e cicatrizantes (CABRAL, AGRA, 1998; AGRA et al., 2007). Estudos
guimicos levaram ao isolamento de glucosinolatos (e glucocapparina
glucocleomina) e “cembranes”. (COLLINS et al., 2004). O 6leo essencial de
partes aéreas de C. spinosa apresentou atividade antimicrobiana moderada
contra sete das oito linhagens de bactérias utilizadas, com atividade inibitoria
significativa contra Streptococcus pyogenes grupo A, quando comparado com o
padrdo de antibiéticos ampicilina e gentamicina. O fungo Candida albicans foi
menos sensivel ao 6leo essencial. Os 6leos apresentaram atividade inseticida
contra Cylas Formicarius elegantalus e nenhuma atividade antioxidante
(McNEIL et al., 2001).

3. CONCLUSAO

As espécies de plantas continuam a representar fontes de inumeras

drogas e estudos relacionados a investigacdo de propriedades terapéuticas.
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Abstract

Due to the use of Cleome spinosa Jacq. (Cleomaceae) in traditional medicine against
inflammatory and infectious processes, this study evaluated the in vitro antimicrobial
potential and chemical composition of extracts from its roots and leaves. From leaves (L) and
roots (R) of C. spinosa different extracts were obtained (cyclohexane: ChL and ChR;
chloroform: CL and CR; ethyl acetate: EAL and EAR, methanol: ML and MR). Antibacterial
activity was evaluated by the broth microdilution method to obtain the minimum inhibitory
(MIC) and microbicidal (MMC) concentrations against 17 species, including bacteria and
yeasts. Additionally, antimicrobial and combinatory effects with oxalicin were assessed
against eight Staphylococcus aureus strains with different antibiotic-resistance profiles. All C.
spinosa extracts showed a broad spectrum of antimicrobial activity, as they have inhibited all
tested bacteria and yeasts. This activity seems to be related to the phytochemicals (flavonoid,
terpenoids and saponins) detected into the extracts of C. spinosa. ChL and CL extracts were
the most actives, with MIC less than 1 mg/mL against S. aureus, Bacillus subtilis and
Micrococcus luteus. It is important to note that these concentrations are much lower than their
50% hemolysis concentration (HCso) values. Strong correlations were found between the
average MIC against S. aureus and their phenolic (p = -0.89) and flavonoid content (p = -
0.87), reinforcing the possible role of these metabolite classes on the antimicrobial activity of
C. spinosa derived extracts. Moreover, CL and CR showed the best inhibitory activity against
S. aureus clinical isolates, they also showed synergistic action with oxacilin against all strains
(at least at one combined proportion). These results encourage the identification of active
substances with a high valuable perspective for the treatment of infections caused by drug
resistant microorganisms.

Key Words: plant-derived products, drug discovery, antibacterial agents, synergistic action, S.

aureus.
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Introduction

Microbial resistance to antibiotics is one of the most serious public health problem,
especially in developing countries where infectious diseases still represent a major cause of
human mortality (WHO, 2014). Among the microorganisms that represent a significant health
threat, Staphylococcus aureus is highlighted as this species is responsible for a number of
human illness conditions, such as skin infections and septicemia (Adhikari et al., 2012).
Among fungal pathogens, the genus Candida also has high clinical relevance and it is
responsible for a wide variety of infections, from superficial mucocutaneous to more invasive
diseases (Kim and Sudbery, 2011). Approximately 75% of women, at least once in their life,
develop candidiasis caused by C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, and/or
C. krusei (Simonetti, 2014). This issue encourages the search for novel antimicrobial agents.

One of the oldest forms of medical practice is the use of plants for therapeutic
purposes; teas, syrups, tinctures, among others have been used as medicines and in many
cases come to be the sole therapeutic resource of certain communities and ethnic groups
(Amorozo 2002; Oliveira et al., 2012). Thus, knowledge about the therapeutic potential of
plants is of great scientific and medical interest, as an effective alternative to the battle against
resistant microorganisms (Murgananthan and Pabbithi, 2012; dos Santos et al., 2015).

Some species of the genus Cleome (Cleomaceae) have been investigated for medical
properties and some of them had their anti-inflammatory (Sharma et al., 2010; Abarello et al.,
2012.), analgesic (Bose et al., 2007), and antimicrobial (Sudhakar et al., 2006; McNeil et al.,
2010) activities evaluated. C. spinosa Jacq is a perennial herb that grows in the Central-West,
Northeast, North and Southeast of Brazil and is known in Brazil as "Mussambé”. Its leaves
and flowers have been used in traditional medicine: leaves infusion is used in the treatment of
asthma, cough, and bronchitis, while flowers infusion is used against fever (Agra et al., 2007).
So far, some pharmacological actions have been proven such as antimicrobial,
antinociceptive, anti-inflammatory, anthelmintic (McNeil et al., 2010; Albarello et al., 2013;
Andrade et al., 2014). Regarding the antimicrobial activity, it is reported for essential oils
from leaves, which significantly inhibit Streptococcus pyogenes Group A (McNeil et al.,
2010). Based on the uses of C. spinosa in folk medicine, the aim of study was to evaluate the

antimicrobial activity and phytochemical constituents of leaves and roots of this plant.

Material and Methods

Plant material
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The leaves and roots of C. spinosa were collected at Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Dois Irméos (Latitude 8° 01'22.3 "; Longitude: 34° 57'15.8"). The botanical
material was identified by Dr. Marlene Carvalho de Alencar Barbosa and deposited in the
Herbarium UFP - Geraldo Mariz, at the Department of Botany, Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), under the voucher number 76,556.

Extract Preparation

Samples (100g) from each tissue of C. spinosa were dried and milled and separately
subjected to Soxhlet extraction using an eluotropic series of solvents (in the following order:
cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and methanol) at a temperature below of the boiling
point of each solvent. All samples were subjected to saturation at reflux for 24 hours. After
this time, the extracts were filtered through a Whatman filter paper No 1. All extracts from
leaves (L) or roots (R) (cyclohexane: ChL and ChR; chloroform: CL and CR; ethyl acetate:
EAL and EAR: methanol: ML and MR) were concentrated until complete removal of the
solvent on a rotating evaporator at 45° under reduced pressure and stored for later

antimicrobial and phytochemical analyses.

Phytochemical Analysis

An aliquot (10 pL) of each extract obtained from leaves and roots of C. spinosa was
subjected to qualitative phytochemical analysis to ascertain the presence of secondary
metabolites such as: alkaloids, coumarins, anthracene and cinnamic acid derivatives,
flavonoids, monoterpenoides, sesquiterpenoids, diterpenoids were according to Wagner and
Bladt (1996); tests for tannins, triterpenoids and steroids were as reported by Harbone (1998);
proanthocyanidins and leucoanthocyanidins were according to Robertson et al. (1957);
reducing sugars and the presence of saponins were performed according to Russell (1982) and
Costa (2002), respectively. The compounds classes were visualized as aid thin layer
chromatography (TLC) on silica gel 60 F254 (Merck, Germany), different systems of
development and adequate visualization techniques were used: Dragendorff, NEU-PEG,
KOH-Ethanol, Liebermann-Burchard, vanillin-sulfuric acid and others reagents, according to

the respective method.

Determination of Total Phenolic Content

The total phenol content in each extract was determined as reported by Li et al. (2008).
Briefly, 200 pL of diluted sample (1mg) were added to 1 mL of 1:10 diluted Folin-Ciocalteu
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reagent. After 4 min, 800 mL of saturated sodium carbonate solution (75 g/L) was added.
After 2 h of incubation at room temperature, protected from light, the absorbance at 765 nm
was measured in triplicate. Gallic acid (0 - 500 mg/L) was used as the calibration curve. The
results were expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE)/g dry weight of plant extract.

Determination of Flavonoids

The quantification of total flavonoid content in each extract followed the methodology
proposed by Woisky and Salatino (1998), to 0.5 mL of diluted samples (1 mg) was added 0.5
mL of 2% AICIs (w/v) solution prepared in methanol. After 30 minutes of incubation at room
temperature, protected from light, the absorbance was measured at 420 nm. All measurements
were done in triplicate. The results were expressed as mg of quercetin equivalent (QE)/g dry

weight of plant extract.

Antimicrobial assays

Microorganisms

Twelve bacterial strains provided by the Culture Collection UFPEDA (Department of
Antibiotics, UFPE) and five different strains of Candida species obtained from the Culture
Collection URM (Department of Mycology, UFPE) were used for the antimicrobial tests,

according to Tables 1 and 2.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal microbicidal
concentration (MMC)

The minimum inhibitory (MIC) and minimal microbicidal (MMC) concentrations
were determined by the broth microdilution method in accordance with the guidelines
established by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Sabouraud broth
was used for yeasts and Mueller Hinton broth for bacterial strains, except for Streptococcus
mutans, which was cultivated in Brain-Heart infusion broth (BHI). Tested microorganisms
were standardized by the Mcfarland turbidity scale equivalent to the tube 0.5, corresponding
to a concentration of approximately 10’ CFU/mL for yeasts and 102 CFU/mL for bacteria.
The extracts were solubilized in a sterile 10% dimethylsulfoxide (DMSQO) aqueous solution at
the concentration of 100 mg/mL. Serial dilutions of all extracts were made in 96-well plates to

obtain concentrations ranging from 50 to 0.09 mg/ml. Following that, each well received 10
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ML of microorganism suspensions and the plates were incubated at 25 °C for 48 hours for
yeasts and at 37 °C for 24 hours for bacteria. After each period, 15 pL of 0.01% resazurin was
added, as a colorimetric indicator of cell viability. Then, the microplates were re-incubated for
4 hours and the lowest concentration of extract that inhibited microbial growth was recorded
as the MIC. Then 50 pL of the solution from each inhibited well was collected and transferred
to agar plates and re-incubated as described above for the yeasts and bacteria. The complete
absence of growth on the agar surface with the lowest concentration of the sample was
defined as the MMC. Commercially available antibiotics, amphotericin B (1 mg/mL) and
chloramphenicol (1 mg/mL) were used as positive control for yeast and bacteria, respectively.

Sterile 10% dimethylsulfoxide (DMSO) aqueous solution was used as negative control.

Evaluation of combinatory effects of chloroform extracts and oxacillin

Combinatory effects between chloroform extracts of C. spinosa and oxacilin were
assessed using the checkerboard method against the different S. aureus strains (UFPEDA 670,
672, 683, 700, 705, 709, 726 and 731; table 2). Briefly, samples with different proportions of
plant extract and drug (1:1, 1:2 and 1:3; final volume: 200 pL) were prepared from stock
solutions of each extract (6.25 mg/mL) and oxacilin (0.5 mg/mL) and antibacterial activity
was performed as described for MIC determination (da Silva et al., 2013). The Fractional
Inhibitory Concentration (3 FIC) was calculated according to the equation:
> FIC = (MICE + D/MICE) + (MICD + E/MICD) MICE+D: minimal inhibitory concentration
of extract in combination with oxacilin; MICD+E: minimal inhibitory concentration of
oxacilin in combination with extract. Results were considered: synergistic (3.FIC < 0.5);
additive (0.5 < > FIC < 1); non-interactive (1 < ) FIC < 4); or antagonist (3 FIC > 4) (Vuuren
and Viljoen, 2011).

Hemolytic assay

Blood (5-10 mL) was obtained from healthy nonsmoking volunteers by venipuncture,
after a written informed consent was obtained. Human erythrocytes from citrated blood were
immediately isolated by centrifugation at 1500 rpm for 10 min at 4°C. After removal of
plasma and buffy coat, the erythrocytes were washed three times with phosphate-buffered
saline (PBS; pH 7.4) and then resuspended using the same buffer and a 1% erythrocyte
suspension was prepared. The hemolytic activity of the crude extract was tested under in vitro
conditions. Each tube received 1.1 mL of erythrocyte suspension and 0.4 mL of extract of

various concentrations (31.25-1000 ug/mL) were added. The negative control was only
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solvent and the positive control received 0.4 mL of Triton X-100. After 60-min incubation at
room temperature, cells were centrifuged and the supernatant was used to measure the
absorbance of the liberated hemoglobin at 540 nm (Oliveira et al., 2012). The average value
was calculated from triplicate assays. The relative hemolytic activity was expressed in relation

to Triton X-100 and calculated by the following formula:

Relative hemolytic activity (%) = [(As-Ab).100]/(Ac-Ab)

Where Ab was the absorbance of the control (blank, without extract), As was the absorbance
in the presence of the extract, and Ac was the absorbance in the presence of Triton X-100.

Hemolysis concentration was calculated.

Statistical Analyses

Each experiment was performed in triplicate. Statistical analyses were performed by
One-way analysis of variance (ANOVA). All analyses were carried out using software
GraphPrism, version 4. Differences were considered significant at p < 0.05. The correlation
indices were calculated using the Pearson coefficient (p). The concentration needed for 50%

of hemolysis (HCso values) was calculated graphically by linear regression analysis.

Results

Phytochemical analyses of the samples

Analysis of the yield of all the extractions showed that the C. spinosa leaves had a
better result, in comparison with the roots. With regards to the solvents, methanol extracts
showed the better yield, when compared to the hexane, chloroform and ethyl acetate extracts,
as showed in Table 3.

An overview of the secondary compounds present in the extracts is shown in table 3.
The qualitative phytochemical analysis detected the presence of reducing sugars, antracenic
derivatives, flavonoids and terpenes into all extracts. Additionally, ChL, CL, CR and EAR
also presented monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes, and steroids; the EAL
showed saponins, triterpenes, and steroids; ML exhibited saponins, monoterpenes, and
sesquiterpenes; ChR revealed coumarins, triterpenes, and steroids; and MR presented
coumarins, cinnamic acid derivatives, saponins, monoterpenes, sesquiterpenes, and

diterpenes.
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The estimation of total phenolic content revealed that EAR (256.94 = 0.48 mg
GAE/g), ML (255.69 £ 0.28 mg GAE/g) and CR (215.23 + 0.64 mg GAE/g) exhibited the
highest phenolic content (p < 0.05). The other extracts showed phenolic content values
ranging from 72.73 mg GAE/g to 201.71 mg GAE/g (Table 3). On the hand, CL and ML
showed the highest flavonoids content with values of 153.70 £ 0.58 mg QE/g and 71.83 *
0.76 mg QE/g, respectively. The total phenolic and flavonoids contents showed a weak

correlation (p = 0.48).

Antimicrobial activity screening

The antimicrobial activity of the organic extracts from leaves and roots of C. spinosa
are presented in Tables 4, 5 and 6. Overall, all extracts from both leaves and roots of C.
spinosa exhibited antimicrobial activity with broad spectrum, as they inhibited all tested
bacteria and yeasts.

Furthermore, with regards to the antibacterial efficiency, the best results observed
were provided by the extracts obtained using ciclohexane and chloroform, whose MIC ranged
from 0.09 mg/mL to 12.5 mg/mL and MMC ranged from 0.19 mg/mL to 50 mg/mL. Among
extracts from leaves, ChL presented the best antibacterial activity against Gram-positive
bacteria, such as B. subtilis, M. luteus and Staphylococcus aureus. On the other hand, CL was
effective against Gram-positive bacteria (B. subtilis, M. luteus S. aureus) at higher
concentrations, but also against the Gram-negative bacteria P. aeruginosa (Table 4). In the
case of the root extracts, ChR and CR were particularly effective against B. subtilis and M.
luteus. Additionally, CR demonstrated anti-S. aureus potential. EAR showed markedly
activity against M. luteus, B. subtilis, S. aureus, and S. epidermidis. The MR extract exhibited
its best activity against M. luteus and B. subtilis (Table 5).

The antifungal activity of the C. spinosa extracts is presented in Table 6. The leaf
extracts showed MIC values ranging from 3.12 to 12.5 mg/mL and MMC between 6.25 and
50 mg/mL. The extracts from leaves were less active, as they inhibited yeasts in
concentrations between 6.25 and 12.5 mg/mL and killed them at dosage from 12.5 mg/mL.
Among leaves extracts, the CL was the most active against all Candida species tested, except
C. krusei, followed by ChL. The extracts from the root part showed a circumspect activity,
with ChR effective against C. glabrata, C. krusei and C. parasiplosis; CR against C. krusei
and C. parasiplosis; EAR against C. parasiplosis; and EMR against C. tropicalis and C.
parasiplosis (Table 6).
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Hemolytic assay

The hemolytic activity of each extract was performed using fresh human erythrocytes
and they showed low cytotoxicity (Figure 1). Even at the highest tested concentration (1000
png/mL), the extracts CR, CL and ChL induced low levels of hemolysis (1.18%, 4.54% and
11.13%, respectively). Regarding the HCso, ChR was the most toxic extract (470.88 pg/mL),
followed by EAL (648.97 pg/mL), ML (725.58 pg/mL), EAR (870.72 pg/mL), MR (808.51
pug/mL). The less toxic extracts had theoretical HCso values of 4773.602 pg/mL, 13409.35
pg/mL and 151.389.2 pug/mL for ChL, CL and MR, respectively.

Anti-S. aureus activity and combinatory effects with oxacillin

Given the high medical importance of the antibiotic resistant S. aureus, the action of
the extracts was evaluated in association with oxacillin against clinical isolates with oxacillin
resistance profile, including methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains (Table 7). The
extracts were effective against all strains. However, the chloroform ones from both tissues
showed the best efficiencies (p<0.05), with MICso values (concentration able to inhibit 50%
of the strains) of 0.78 mg/mL for leaves and 3.12 mg/mL for roots; while the cyclohexane
extracts exhibited MICso values of 6.25 mg/mL. Then, the combinatorial effect of the
chloroform extracts with oxacillin was evaluated. Almost all extracts had synergistic
activities, the exception was the non-interactive and additive effects observed against the
isolate 683 (Figure 2). In addition, these HCso values were not correlated with either flavonoid
(p = 0.23) or phenolic content (p = -0.10).

Discussion

Considering that the World is facing a growing number of multidrug-resistant
microorganisms, numerous studies have been conducted in order to select new compounds,
such as those from natural resources which are of extremely importance (WHO, 2014; dos
Santos et al., 2015). The plants are, admittedly, a valuable reservoir of bioactive compounds
of substantial medical importance (Murgananthan and Pabbiti, 2012). So, this study has
evaluated the antimicrobial activity of C. spinosa, a species known for their use in traditional
medicine to treat infections. Some studies have shown antimicrobial, insecticidal, and
antioxidant activities in essential oils obtained from their aerial parts of C. spinosa (McNeil et
al., 2010), others had evaluated the anti-inflammatory and antinociceptive effects of methanol

extracts from different ways of cultivation (Albarello et al., 2013).
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Qualitative phytochemical analysis clearly demonstrated the presence of number
important active constituents and revealed that both C. spinosa tissues have similar chemical
constitution. Only the extracts from leaves (cyclohexane, chloroform, ethyl acetate) showed
proanthocyanidins and leucoanthocyanidins. Indeed, all kind of metabolite classes detected
into the samples (saponins, flavonoids, tannins, coumarins and terpenoids) are well known to
have significant inhibitory action against bacteria and fungi (Hayek, 2013). This fact can
justify why all extracts showed antimicrobial activity. On the other hand, quantitative assays
revealed that the extracts have different phenolic and flavonoid contents which can be
correlated with each biological activity. For example, for roots derived extracts a strong direct
correlation were found between their average MIC values (for all tested bacteria) and phenolic
(p =-0.87) and flavonoid contents (p = -0.96). For leaves extracts inverse strong and moderate
correlations were found (p value of 0.56 and 0.88 for correlation with phenolic and flavonoid
contents, respectively), suggesting that the antimicrobial activity might be an effect of other
types of compounds. It is important to note that when the correlations between
polyphenols/flavonoid content were determined using and average MIC or HCsg, a negative p
value (p = -1) is considered as perfect direct correlation.

On the basis of the results shown in Tables 4 and 5, C. spinosa extracts demonstrated
to be more active on Gram-positive than on Gram-negative bacteria. This was not a surprise
since previous studies have reported that generally plant extracts are usually more active
against Gram-positive bacteria than Gram-negative bacteria, and the susceptibility may be due
to cell wall structural differences between these classes of bacteria. Cells of Gram-negative
bacteria are surrounded by an additional cell wall outer membrane, which provide them with a
hydrophilic surface that functions as a permeability barrier for many substances including
natural compounds (Hemaiswarya et al., 2008; Briers and Lavigne, 2015). Although the
mechanisms of action of natural products are distinct, the cytoplasmic membrane ranks as the
most common site of action for secondary metabolites. They usually act through cell lysis,
triggering the leakage of cellular contents and consequently cell death (da Silva et al., 2013).
The interaction with genetic material and protein synthesis is also a possible factor regarded
to the promotion of the therapeutic action. In this case, when there is a contact with the
genetic material, the compound is able to promote changes in the coding of microbial DNA,
whose result is ineffective transcription and disturbance of vital functions for the cell (Hayek
et al., 2013; Gyawali and Ibrahim, 2014). The phenolic compounds (polyphenols, tannins, and
flavonoid) can act at two different levels: the cell membrane and cell wall of the

microorganisms (Taguri et al., 2006). They can also penetrate into bacterial cells and
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coagulate cell content (Tian et al., 2009). The antimicrobial property of saponins is due to a
lipophilic portion into its structure (aglycon or sapogenin) and a hydrophilic core comprising
one or more sugars (Costa et al., 2010).

Among all extracts, ChL and CR were the most active and inhibited the growth of B.
subtilis, M. luteus, S. aureus. They demonstrated an average MIC of 0.35 mg/mL and 0.42
mg/mL (these values were not significantly different at the p>0.05 level), and a
predominantly bactericidal behavior: MMC/MIC ratio < 4 (Pankey and Sabath, 2004). To
those same pathogens, the average MIC for ChL was up to 13-fold lower than the other
extracts, while for CR was up to 8-fold lower. These extracts, qualitatively, showed the same
chemical composition than the others, except for the presence of proanthocyanidins and
leucoanthocyanidins in ChL. CR showed a higher phenolic and flavonoid content and a lower
hemolytic activity than ChL (p < 0.05). Interestingly, a negative correlation was found
between their MIC values (p = -0.21), whereas the inhibition order was S. aureus > B. subtilis
> M. luteus to ChL and it was B. subtilis > M. luteus > S. aureus to CR. In fact, all extracts
from roots showed markedly inhibitory activity against B. subtilis. This species is a model
organism present in the soil and widely known for its ability to promote plant growth, and
thus has great importance in agriculture. However, little information is available about the
ecological role and the mechanisms involved in the interaction with plants (Kobayashi et al.,
2015).

On the other hand, C. spinosa extracts had not shown an efficacy against Candida spp.
as good as that observed for the Gram-positive bacteria. Among all yeasts tested, C. glabrata
and C. tropicalis were the most sensitive to the fungistatic action (ratio of MMC/MIC > 4).
Infections caused by Candida spp. are especially found in immunosuppressed patients, as
those with cancer, transplantation, postoperative, HIV, especially in developing countries
(Pitman et al., 2011). Allied to this, the lack of new antifungals and the growing microbial
resistance (Odom et al., 2014) also make these results relevant and important.

Therefore, due to the great potential shown by C. spinosa extracts against S. aureus,
we decided to investigate the effect of cyclohexanic and chloroformic extracts against clinical
isolates. The search for new anti-S. aureus agents is extremely important, since infections
caused by multidrug resistant strains have been growing worldwide and are one of the most
serious problems within health care facilities (Stryjewski and Corey, 2014). Such issues have
been accounted to the excessive use of drugs (Kim et al., 2015), which results in development
of new resistance mechanisms (Dordel et al., 2014). Our data shows that the chloroform

extracts were able to inhibit and kill with good efficiency against different clinical strains, the
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most active was CL, with MICsp values ranging from 4 to 8-fold lower than other extracts. It
is important to note that these concentrations are much lower than their HCso values. Both
chloroform extracts showed bactericidal action, whereas their MIC values and MMC showed
weak positive (p = 0.09) and moderate negative (p = -0.49) correlations, respectively. Then, it
is possible that different mechanisms are responsible for the results observed. Furthermore,
strong correlations were found between the average MIC against S. aureus and their phenolic
(p =-0.89) and flavonoid content (p = -0.87), reinforcing the possible role of these metabolite
classes on the antimicrobial activity of C. spinosa derived extracts.

In addition, given the importance of the S. aureus pathogenicity and its ability to
acquire resistance, new ways to combat this pathogen must be developed, among them is
combination therapy using compounds that act or not on the same target. Therefore, to test the
combining action became a key step in phytochemical studies (Wagner and Ulrich-
Merzenich, 2009; Bessa et al., 2015; Santos et al., 2015). All clinical isolates used in this
study are classified as oxacillin-resistant. However, CL and CR extracts were able of restore
the effectiveness of this antibiotic, mainly through synergistic interaction. Some plant-derived
products have demonstrated the ability to reverse resistance to oxacillin (Jenkins and Cooper,
2012; Bessa et al., 2015), and the perspective is that the use of therapies based on the
combination of phytochemicals and antibiotics grow in conventional medicine, to reduce the
likelihood of dose-dependent toxicity (based on the belief that natural products are less toxic)
and mutagenicity of antimicrobials (Boucher and Tam, 2006; Wagner and Ulrich-Merzenich,
2009).

Conclusion

This research demonstrates the antimicrobial potential of leaves and roots from C.
spinosa. These extracts were especially active against Gram-positive organisms, with the
most active extract capable of inhibiting growth of S. aureus strains with different phenotypes
of resistance. Similarly, the most active extracts restored the action of oxacillin in strains
resistant to this antibiotic. The isolation and identification of phytochemicals present in such
extracts can result in the development of new drugs significantly contributing to the reduction
of antimicrobial resistance as well as reduced morbidity cases and/or mortality caused by

bacterial and fungal infections.
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Table 1: Microorganisms

Microorganism Record No.
Bacteria
Bacillus subtilis UFPDA - 086
Enterococcus faecalis UFPDA - 138
Micrococcus luteus UFPDA - 100
Mycobacterium smegmatis UFPDA - 071
Staphylococcus aureus UFPDA - 002
Staphylococcus epidermidis UFPDA - 183
Streptococcus mutans UFPDA - 766
Escherichia coli UFPDA - 224
Klebsiella pneumoniae UFPDA - 396
Proteus mirabilis UFPDA - 737
Pseudomonas aeruginosa UFPDA - 416
Salmonella enteritidis UFPDA - 414
Yeasts

Candida albicans URM - 5852
Candida krusei URM - 6391
Candida glabrata URM - 6343
Candida parapsilosis URM - 6557
Candida tropicalis URM - 6711
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Table 2. Susceptibility of Staphylococcus aureus strains to antibiotics.

Record No. Susceptibility to antibiotics
(UFPDA) Source Oxacillin  Ampicillin  Imipenem Meracilin  Ciprofloxacin
a
6702 Urine sample R R S S S
683 Bone fragment R R S S R
689 Ulcer secretion R R S S S
7002 Ulcer secretion R R S S R
705 Surgical wound R R S S S
709 Purulent exudate R R S S R
726 Nasal secretion R R S S R
731 Surgical wound secretion R R S S R

¥MRSA:; R: Resistant; S: Sensitive.
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Table 3. Phytochemical analyse of organic extracts from leaves and roots of C. spinosa.

123

Quantitative analyses

Phytochemical screen

Yeld  Total phenolic Flavonoid
Extract o .. .
(%) content content Positive tests for Negative test for
(mg GAE/g) (mg QE/g)
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, . . . . .
ChL 3.77 131.3+0.7 119+0.1 Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Steroids, Alkaloids, C_:our_narlns, C'”F‘am'c Acid
A o Derivatives, Saponins,
Proanthocyanidins and Leucoanthocyanidins
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, Alkaloids. Coumarins. Cinnamic Acid
CL 2.15 201.7£0.8 153.7+ 0.6 Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Steroids, TR ’ .
S g Derivatives, Saponins,
Proanthocyanidins and Leucoanthocyanidins
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins Alk{.iIOi(.jS’ Coumari_ns, Cinnamic Acid
EAL 2.81 173.6£0.5 48.4+£0.2 - : L : ! Derivatives, Saponins, Monoterpenes,
Triterpenes, Steroids, Proanthocyanidins and Leucoanthocyanidins : .
Sesquiterpenes, Diterpenes
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, Alkaloids, Coumarins, Triterpenes, Steroids
ML 6.23 255.7+0.3 71.8+£0.8 Cinnamic Acid Derivatives, Saponlns, Monoterpenes, Sesquiterpenes, Proanthocyanidins and Leucoanthocyanidins
Diterpenes,
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, Alkaloids, Cinnamic Acid Derivatives,
ChR 0.38 72.73+£1.43 4.7+0.1 Coumarins, Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Saponins, Proanthocyanidins and
Steroids leucoanthocyanidins
. - . . Alkaloids, Coumarins, Cinnamic Acid
CR 0.27 2152+ 0.6 24+0.0 Reducing Sugars, Ar)thracene de'rlvatlves, FI"’}VO”O'dS' Tannln_s, Derivatives, Saponins, Proanthocyanidins and
Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Steroids s
Leucoanthocyanidins
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, Alkaloids, Coumarins, Cinnamic Acid
EAR 0.1 256.94 £ 0.5 36.0+0.2 Saponins, Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Derivatives, Proanthocyanidins and
Steroids Leucoanthocyanidins
Reducing sugars, Anthracene derivatives, Flavonoids, Tannins, Alkaloids. Triterpenes. Steroids
MR 3.36 125.9+0.70 79+01 Coumarins, Cinnamic acid Derivatives, Saponins, Monoterpenes, ’ PENes, ’

Sesquiterpenes, Diterpenes,

Proanthocyanidins and Leucoanthocyanidins




Table 4. Antimicrobial Activity of organic extracts from leaves of C. spinosa against bacteria.

C. spinosa extracts

. ChL CL EAL ML
pacteria MMC MMC MMC MMC
MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC
Gram-positive
Bacillus subtilis 0.19 3.12 16 1.56 12.5 8 1.56 1.56 1 6.25 6.25 1
Enterococcus faecalis 25 25 1 25 25 1 12.5 12.5 1 25 25 1
Micrococcus luteus 0.78 1.56 2 1.56 3.12 2 0.78 3.12 4 1.56 3.12 2
Mycobacterium smegmatis 6.25 12.5 2 12,5 12.5 1 6.25 12.5 2 12.5 25 2
Staphylococcus aureus 0.09 0.19 2 0.78 1.56 2 6.25 50 8 6.25 >50 >8
Staphylococcus epidermidis 6.25 12.5 2 6.25 6.25 1 3.12 6.25 2 6.25 6.25 1
Streptococcus mutans 6.25 25 4 12.5 50 4 12.5 25 2 6.25 >50 >8
Gram-negative
Escherichia coli 12.5 25 2 25 25 1 6.25 12,5 2 12.5 50 4
Klebsiella pneumonia 12.5 >50 >4 25 >50 >2 12.5 >50 >4 12.5 >50 >4
Proteus mirabilis 12.5 25 2 12.5 25 2 6.25 12,5 2 12.5 50 4
Pseudomonas aeruginosa 6.25 6.25 1 3.12 6.25 2 3.12 12.5 4 3.12 3.12 1
Salmonella enteritidis 6.25 25 4 12.5 25 2 12.5 50 4 12.5 >50 >4

MIC: Minimal Inhibitory Concentration. MMC: Minimal Microbicidal Concentration. MIC and MMC values are expressed in mg/mL.
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Table 5. Antimicrobial Activity of organic extracts from roots of C. spinosa against bacteria.

C. spinosa extracts

. ChR CR EAR MR
Bacteria MMC MMC MMC MMC
MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC MIC MMC IMIC
Gram-positive
Bacillus subtilis 0.09 0.19 2 0.09 0.19 2 0.78 0.78 1 3.12 3.12 1
Enterococcus faecalis 25 25 1 25 25 1 6.25 6.25 1 25 25 1
Micrococcus luteus 0.39 0.78 2 039 0.78 2 0.39 1.56 4 0.78 1.56 2
Mycobacterium smegmatis 12.5 25 2 6.25 12.5 2 6.25 125 2 12.5 25 2
Staphylococcus aureus 3.12 12.5 4 0.78 3.12 4 1.56 125 8 6.25 25 4
Staphylococcus epidermidis 6.25 12.5 2 12.5 12.5 1 312 6.25 2 6.25 6.25 1
Streptococcus mutans 12.5 50 4 12.5 50 4 6.25 25 4 12.5 >50 >4
Gram-negative
Escherichia coli 12.5 50 4 12.5 50 4 12.5 50 4 12.5 25 2
Klebsiella pneumoniae 25 50 2 12.5 50 4 12.5 12.5 1 12.5 50 4
Proteus mirabilis 12.5 25 2 6.25 25 4 12.5 125 1 25 25 1
Pseudomonas aeruginosa 6.25 12.5 2 6.25 50 8 12.5 50 4 12.5 50 4
Salmonella enteritidis 12.5 50 4 12.5 25 2 6.25 125 2 12.5 50 4

MIC: Minimal Inhibitory Concentration. MMC: Minimal Microbicidal Concentration. MIC and MMC values are expressed in mg/mL.
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Table 6. Antimicrobial Activity of organic extracts from leaves and roots of C. spinosa against Candida spp.

Microorganism

Extract Candida albicans Candida glabrata Candida krusei Candida parapsilosis Candida tropicalis
MIC MFC MFC/ MIC MFC MFC/ MIC MFC MFC/ MIC MFC MFC/ MIC MFC MFC/
MIC MIC MIC MIC MIC
ChL 125 125 1 3.12 25 8 12.5 25 2 6.25 25 4 6.25 50 16
CL 3.12 125 4 3.12 50 16 125 25 2 3.12 125 4 3.12 50 16
EAL 6.25 125 2 3.12 25 8 12.5 25 2 6.25 125 2 6.25 50 8
ML 6.25 125 2 6.25 25 4 125 25 2 6.25 6.25 1 3.12 50 8
ChR 12.5 25 2 6.25 25 4 6.25 25 4 6.25 25 4 125 125 1
CR 12.5 50 4 12.5 >50 >8 6.25 25 4 6.25 25 4 12.5 50 4
EAR 125 125 1 12.5 25 2 12.5 25 2 6.25 125 2 12.5 25 2
MR 12.5 12.5 1 12.5 50 4 6.25 25 4 6.25 25 4 6.25 25 4

MIC: Minimal Inhibitory Concentration. MFC: Minimal Fungicidal Concentration. MIC and MFC values are expressed in mg/mL.



Table 7. Antimicrobial Activity of organic extracts from leaves and roots of C. spinosa against Staphylococcus aureus

C. spinosa Extract

S. aureus ChL CL ChR CR
(UFPEDA Record No.)  MIC MMC MMC/ MIC MMC MMC/ MIC MMC MMC/ MIC MMC MMC/
MIC MIC MIC MIC
670 6.25 25 4 019 0.78 4 6.25 25 4 6.25 25 4
683 156 3.12 2 0.39 156 4 125 50 4 6.25 12.5 2
691 312 25 4 0.19 156 4 6.25 25 4 1.56 125 4
700 6.25 50 4 3.12 25 4 6.25 25 4 6.25 6.25 1
705 6.25 125 2 312 6.25 2 6.25 125 2 3.12 3.12 1
718 6.25 25 4 0.78 6.25 4 125 50 4 3.12 6.25 2
726 125 50 4 6.25 125 2 6.25 125 2 6.25 12.5 2
731 125 50 4 6.25 125 2 6.25 25 4 3.12 6.25 2

MIC: Minimal Inhibitory Concentration. MMC: Minimal Microbicidal Concentration. MIC and MMC values are expressed in mg/mL.
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Figure 1: Hemolytic Activity of organic extracts from leaves (A) and roots (B) of C.
spinosa.
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Figure 2. Combinatory effect of Oxacillin and organic extracts from leaves and roots of
C. spinosa against clinical isolates of Staphylococcus aureus. Legend: Non — non-
interactive effect; Add - additive effect; Syn - synergistic effect; Ant — antagonistic
effect.
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Abstract

The antipyretic activity of Quercetin 3-glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 -
dimethoxyflavone flavonoids isolated from Cleome spinosa Jaqc. was investigated for
its, on normal body temperature and yeast-induced pyrexia in albino rats. The
compounds, at doses of 10 and 20mg/kg, showed significant reduction in normal body
temperature no dose-dependent manner. The effect also extended upto 5 h after the drug
administration. The anti-pyretic effect of compounds was comparable to that of
paracetamol (100 mg/kg p.o.,), a standard anti-pyretic agente. The analgesic activity of
compound 1 and 2 of C. spinosa, given orally at the doses of 10 and 20 mg/kg was
evaluated for its analgesic activity in mice using the acetic acid induced writhing. The
extract showed promising activity in all the tests.

Keywords: Algesia, Biological activity, Brassicaceae, Chroman, Pirexia, Quercetin.
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Introduction

The flavonoids are one of the most diverse and widespread groups of natural
products, with many interesting pharmacological activities. Have been reported to have
multiple biological effects such as antioxidant (Cheng et al., 2015), antiinflammatory
(Funakoshi-Tago et al. 2015), inhibition of platelet aggregation (10), antimicrobial
(Gyawali and Ibrahim, 2014), and even "antiaging™ (Khare et al., 2015) activities. Some
species of the genus Cleome (Brassicaceae) Have been investigated for medical
properties and some of them had anti-inflammatory, (Sharma et al, 2010; Abarello et al,
2012), (Bose et al, 2007), analgesic, and antimicrobial (Sudhakar et al, 2005; McNeil et
al, 2010) Evaluated activities. C. spinosa is a perennial herb que grows in the Central-
West, Northeast, North and Southeast of Brazil and is known in Brazil as "Mussambé".
Its leaves and flowers have been used in traditional medicine. The infusion of the leaves
had been used in the treatment of asthma, cough, and bronchitis, as the flowers is used
against fever (Agra et al., 2007). Pharmacological actions of this kind, demonstrated the
antimicrobial effects, anti nociceptive, anti-inflammatory, anthelmintic (McNeil et al
2010; Albarello et al, 2013; Andrade et al, 2014.). Based on the traditional use of the
plant to an antipyretic and antinociceptive agent, the present study was carried out in na
experimental animal model to corroborate the used of isolated compounds from C.

spinosa in the traditional medicine.

Material and Methods

Plant

The leaves and roots of C. spinosa were collected at the Federal Rural
University of Pernambuco - Two Brothers (Latitude 8 ° 01'22.3 "; Longitude: 34 °
57'15.8") and deposited in the Herbarium UFPE - Geraldo Mariz, in the Department of
Botany the Federal University of Pernambuco (UFPE) voucher n° 76556.

Obtaining isolation and purification of active substances from organics extracts

Macerated leaves (100 g) were subjected to extraction using an eluotropic series
of solvents, in the order following: cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and metanol
extract were subjected to Soxhlet equipment at a temperature below the boiling point of
each solvent. All samples were subjected at reflux for 24 h. The cyclohexane extract (1

g) was fractionated in a column silica gel G60 (70-300 mesh) and the methanol extract
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(2 g) in a column Sephadex LH-20. The purity of the compounds was monitored by
Thin Layer Chromatography (TLC) using the following mobile phase: hexane: ethyl
acetate (90:10) to extract cyclohexane and ethyl acetate: formic acid: acetic acid: water
(100: 11:11:26) for methanol extract. The bands were identified by fluorescence under
UV light (254 and 365 nm). Fractions that exhibited a single band on chromatography
were subjected to analysis by nuclear magnetic resonance of prétons * H (NMR! H) and
13 C (NMR® C).

Structural elucidation of molecules

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectras were obtained on Briicker
spectrometer, AC-200, operating at 500 MHz for * H NMR and 125 MHz for * C NMR
with the solubilized samples in deuterated chloroform (CDCIs) and deuterated dimethyl
sulfoxide (DMSO-d6) and using tetramethylsilane (TMS) as internal standard.
Chemical shifts (d) were obtained in parts per million (ppm) and coupling constants (J)
were measured in Hertz (Hz). The identified flavonoids received the following
designation: flavonoids 1= quercetin 3-glucose, rhramnose and flavonoid 2 = 5-hidroxi-

7,4 '-dimethoxyflavone (chroman).

Maintenance of Mice

Male Swiss Albino mice (25-30g) were purchased from Keizo Asami
Immunopathology Laboratory (LIKA). The animals were kept under normal
environmental conditions and fed with standard diet water ad libitum.

Bioassays

Pyrexia induction by yeast (brewer’s yeast)

The mice were divided into five groups of six animals each (n = 6). Normal
body temperature of each one was measured rectally with a thermometer probe inserted
between 3-4 min into the rectum and fixed to the tail with adhesive tape where the basal
temperature was recorded. To induce pyrexia, animals received a subcutaneous injection
of a yeast (20% wi/v) suspension (10 ml/kg) in 0.5% methyl cellulose (CMC). After 19 h
of the yeast injection, the basal body temperature of the mice was monitored each hour

during 5 h, according to Teotino (1963).

Administration of flavonoids
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Quercetin  3-glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 ‘'-dimethoxyflavone
flavonoids were dissolved in 2% Tween 80 right before oral application at were
administered orally at doses of 10 and 20 mg / kg body weight (5 mL/kg), with n = 6 for
each treatment. The experimental design consisted of the following groups: negative
(2% Tween 80), positive control (Ibuprofen, 100 mg / kg orally) and treatments.

Algesia

Acetic acid-induced Writhing

For analgesia assays, groups of six mice were pretreated with Quercetin 3-
glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 '-dimethoxyflavone flavonoids as described for
pyrexia. After the pretreatment, the contortions were observed, as described wave of
contraction of the abdominal musculature followed by extension of the lower members,
which were recorded during the period of 5 and 15 min after intraperitoneal

administration of 0.6% acetic acid (v/v), according to Koster (1959).

Statistical analysis
The results of biological activities are presented as mean + standard deviation
(SD). Statistical significance was determined by analysis of variance (ANOVA)

followed by Fisher and Tukey tests, P <0.05 considered significant.

Results

The organic extracts cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and methanol were
obtained from C. spinosa, but only the cyclohexane and methanol extracts showed
analgesic and antipyretic significant activities. For this reason, they were selected to be

fractionated, and active flavonoids were isolated and purified.

Structural elucidation of flavonoids

Flavonoid 1 and 2 were identified by analysis of the * H NMR and *C-
dimensional compared to the data described in the literature (Markham, 1982; Agrawal,
1990).

The analysis of the 1H NMR spectrum allowed Q flavonoid (*H-NMR (DMSO-
d6) b: 3.89 (3H, s), 6.40 (1H, d, J = 2.3 Hz), 6.79 (1H, d, J = 2.3 Hz), 6.85 (1H, s), 6.96
(2H, d, J =9.3 Hz), 7.98 (2H, d, J = 9, 3 Hz), 12.95 (1H, s, 20 0 exchangeable). Yellow
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amorphous powder (56 mg), mp 270 °C. The comparison of spectroscopic data obtained
for the substance 1 with the literature data allowed the identification of quercetin 3-

glucose, rhramnose (Figure 1).
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Figure 1: Quercetin 3-glucose, rhramnose flavonoid isolated from Cleome spinosa.

The analysis of the *H NMR spectrum allowed C flavonoid (‘(HNMR (CDCE) fJ:
3.89, 3.90 (each 3H, s), 6.37 (IH, d, J = 2.4 Hz) 6, 49 (IH, d, J = 2.4 Hz), 6.58 (1H, 3),
7.02 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.85 (2H, d, J = 9.3 Hz), 12.80 (1H, s). A comparison of
spectroscopic data for C flavonoid with the literature data allowed the identification of
the 5-hydroxy-7,4 '-dimethoxyflavone (Flavone). Yellow crystals (2.17 mg), mp 173 °
C (Figure 2).
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Figure 2: 5-hydroxy-7,4 "-dimethoxyflavone flavonoid isolated from Cleome spinosa.

Pyrexia induction assay

The effect of flavonoids (Quercetin 3-glucose, rhramnose, 5-hydroxy-7,4 '-dimethoxyflavone)
yeast and paracetamol about normal body temperature in mice is shown in Table 1 and 2. It was
found that the flavonoids both doses of 10 and 20 mg/kg of body weight caused a significant

decrease in body temperature after one hour of his administration. The antipyretic effect of
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quercetin 3-glucose, rhramnose flavonoid at 20 mg/kg was observed in 1 h and maintained for 4 h
after administration. Paracetamol (100 mg/kg) reduced significantly the temperature yeast
induced.
Table 1.

Effect of quercetin 3-glucose, rhramnose (10 and 20 mg/kg) on body temperature in yeast-induced

pyrexia
Groups Rectal temperature (C°) after 19hrs of Yeast injection
Baseline Oh 1h 2h 3h 4h
Control 36.6£1.3  37.9+0.2 38.41+0.4 38.3+0.3 38.0+0.4 37.7£0.4
Paracetamol 36.6£0.8  38.4+0.4 36.1+0.6* 36.0+0.3* 35.7+0.2* 35.6+0.3*
Q10 36.2+0.3  38.0+0.1 37.1+0.4* 36.9+0.3* 36.6+0.2* 36.6+0.3*
Q20 36.5+0.2  38.0+1.1 37.1+0.2* 36.9+0.3* 36.6+0.2* 36.7+0.3*

Values are expressed as Mean + SD, n = 6 in each group, statistical analysis of data was
performed using ANOVA followed by Fisher’s Protected Least Significance Difference. *P < 0.05
vs Control of the same time.

Table 2.
Effect of 5-hidroxi-7,4 '-dimethoxyflavone (10 and 20 mg/kg) on body temperature in yeast-
induced pyrexia

Groups Rectal temperature C° after 19hrs of Yeast injection
Baseline Oh 1h 2h 3h 4h
Control 36.6£1.3 37.9+0.2 38.4+0.4 38.3+0.3 38.0+0.4 37.7£0.4
Paracetamol 36.6£0.8 38.4+0.4 36.1+0.6*  36.0+0.3* 35.7+0.2* 35.6+0.3*
C10 36.7£0.2 38.6£0.5 37.7£0.1*  37.5+0.2* 37.4+0.2* 37.3+0.3*
C20 36.3+0.2 38.7£0.4 37.0£0.1*  36.7+£0.2* 36.6+0.2* 36.6+£0.2*

Values are expressed as Mean + DP, n = 6 in each group, s tatistical analysis of data was
performed using ANOVA followed by Fisher’s Protected Least Significance Difference. *p< 0.05
vs Control of the same time.

Acetic acid-induced abdominal constriction assay

The administration of flavonoids from C. spinosa significantly increases the pain
tolerance compared with the control. The purified flavonoids quercetin 3-glucose,
rhramnose and 5-hidroxi-7,4 ‘-dimethoxyflavone, administered orally, showed a
significant analgesic activity (Figure 3-4). The flavonoid quercetin 3-glucose,
rhramnose at 20 mg/kg was able to prevent nociception as well as ibuprofen 100mg/kg

(standard drug).
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Figure 3: Effect of quercetin 3-glucose, rhramnose (10 and 20 mg/kg), Ibuprofen (100
mg/kg) and on acetic-acid-induced writhing test. Values are mean + standard error of
the mean. * p< 0.001, significantly different from control; analysis of variance followed
by Student’s “t” test (n= 6, per group).
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Figura 4: Effect of 5-hidroxi-7,4 '-dimethoxyflavone (10 and 20 mg/kg),
Ibuprofen (100 mg/kg) and on acetic-acid-induced writhing test. Values are mean +
standard error of the mean. * p < 0.001, significantly different from control; analysis of
variance followed by Student’s “t” test (N = 6, per group).

Discussao

It is well-known that most of the analgesic and anti-inflammatory drugs will also
act as antipyretics (Hajare, 2000) Several endogenous substances like interleukin-1 (IL-
1) B, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor a (TNF-a) and prostaglandins are evident to
produce pyrexia.
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The infection, tissue damage, graft rejection, inflammation or disease states may
lead to pyrexia. Chemical compounds like flavonoids, steroids and tannins are
predominant inhibitors of prostaglandin synthase-2 (PG) and cyclooxygenase or
lipoxygenase, and act in inhibition pyrexia (Rajnarayana et al., 2001). Antipyretic are
the agents, which cause the hypothalamus to supersede an interleukin induced fever to
normal levels. Brewer’s yeast induced fever is pathogenic fever, in which the
production of PGs involves (Moltz, 1993). The presente results shows the Quercetin 3-
glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 ‘-dimethoxyflavone flavonoid isolated of
C.spinosa has significant antipyretic activity in yeast induced pyrexia in rats, and this
effect is comparable to standard drug paracetamol. Hence, there may be a possible
mechanism of antipyretic action by inhibiting the synthesis of PGs like paracetamol
(Chandrasekharan et al., 2002). Once the antipyretic effects of Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) will be produced through inhibition of prostaglandin
synthetase in hypothalamus (Clark and Cumby, ). Furthermore, there are several
multiprocesses or mediators emphasizing the pathogenesis of fever. Inhibition of any of
these mediators may bring about antipyresis [Srivastava et al., 2013]. The present
results show that the Quercetin 3-glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 '-
dimethoxyflavone flavonoid have significant antipyretic action, corroborating with the
use of leaves and flowers in traditional medicine in the form of infusion for the
treatment of fever (Agra et al., 2007).

The writhing test induced by acetic acid is a screening tool for evaluating
antinociceptive and anti-inflammatory agents (Martinez et al., 1999). The
intraperitoneal injection of acetic acid increases mediators of pain, such as
prostaglandins, lipoxygenase, cyclooxygenase, histamine, serotonin, bradykinin,
substance P, IL-1pB, IL-8 and TNF-a (Martinez et al., 1999; lkeda et al, 2003), to
increase vascular permeability and reduce the nociceptive threshold, causing
nociceptive stimulation terminals to induce writhing. Pretreatment with flavonoids
isolated reduces the writhing response induced by acetic acid, suggesting the synthesis
or release of reduced pain modulators. Involvement of the opioid receptor
antinociceptive mechanism of action of flavone compounds was reported by many
authors. Various dihydroxy derivatives of flavone (Girija et al, 2002; Umamaheswari et
al, 2006; Vidyalakshmi et al, 2010) Quercetin (Naidu et al, 2003) were found to use the
mechanism of opioid in the mediation its analgesic effect. Recently it was shown that
the antinociceptive effect exhibited by hesperidin is mediated by opioids in rats and its
aglycone hesperetin bind to p-opioid receptors (Loscalzo et al., 2011). What can justify
the analgesic action of Quercetin 3-glucose, rhramnose in higher than 20 mg/kg
Ibuprofen 100 mg/kg (standard drug).
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Conclusion

Plant species continue to represent sources of numerous drugs and studies
related to the investigation of therapeutic properties exhibited by these constitute an
important tool for scientific explanation. From these results it is clear that quercetin 3-
glucose, rhramnose and 5-hidroxi-7,4 '-dimethoxyflavone flavonoid has antipyretic and
analgesic actions, which further supports the traditional use of C. spinosa to treat fever
and pain.
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JACQ.
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Silva?, Mécia Vanusa da Silva?, Maria Tereza dos Santos Correia?, Cesar Augusto da
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Abstract

Background: Cleome spinosa Jacq. or “Mussambé” is a medicinal plant used in
traditional medicine in the treatment of infections, asma, bronquitis, among others.
Methods: The present study assessed the possible anti-inflammatory and acute toxicity
action of the methanol extracts of leaves and roots of Cleome spinosa Jacq. in models
animal and potential antioxidant in vitro.

Materials and methods: The acute toxicity was performed as per OECD Guidelines.
Anti-inflammatory activity was evaluated through peritonitis test in mice. Antioxidant
Activity through the methods of 2,2-Azino-Bis-(3 Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic
Acid (ABTS), DPPH Radical Scavenging Assay and Capacity Total Antioxidant by
Phosphomolybdenum Assay.

Results: The plant extracts did not reveal any toxic signs even at 2000 mg/kg (p.o.)
concentration. The methanolic extracts of leaf and root at all concentrations tested -
100mg / kg, 150mg / kg and 200mg / kg - caused a significant reduction in the number
of leukocytes in mice with peritonitis. The ML and MR extracts showed antioxidant
activity para the three methods tested, ABTS, DPPH and Fosfomolibidenium.
Conclusions: This findings suggest that the methanol extracts of leaves and roots of C.
spinosa possesses antiinflammatory, antioxidant effects and low toxicity. These results
may be contributing to scientific evidence of its medicinal uses related to the treatment
of inflammation and degeneratives process.

Keywords: inflamation, acute toxicity, antioxidants, Mussambé
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Background

Por they affect the quality of life and health, the process of pain and
inflammation stands out for being considered one of the biggest problems in the
population [1]. Anti-inflammatory and analgesic therapies are readily accessible but are
associated with side effects when used long term [2]. So awakened enormous interest in
the discovery of new drugs from natural sources with high efficiency and little adverse
effect.

Plants are used as a healing source of disease for many people since prehistoric
times. They synthesize chemicals essential for its development and protection, such as
flavonoids, alkaloids, triterpenoids, tannins, saponins, amongst others, has pronounced
effects on the human body and are used as medicinal agents in the treatment of diseases.
Several of these bio-products, with high efficiency and little adverse effect, are
extracted from plants for large scale marketing and many of them have been used as
prototypes for synthetic or semi-synthetic drug with a pharmacokinetic profile [3,4]. It
is well know that many this compounds derived of plants present several significant
properties, such as anti-inflammatory.

Many species of the genus Cleome have been investigated for medicinal
properties and some of them were evaluated for anti-inflammatory [5, 6, 7, 8, 9, 10] and
analgesic [11, 12, 13] activities. The popular use of Leaf and flower of C. spinosa in
form of infusions and syrups are usually prepared for treatment of fever, influenza,
cough, bronchitis and asthma [14, 15]. The effect antiinflamatory of the extract
methanolic leaves and roots was investigated using biologic models. Thus, this study

aimed to establish in vivo the anti-inflammatory potential of this extract.

Methods
Animals

Experimental protocols and procedures used in this study were approved by the
Ethics committee on animal experiments from the center of Biological Sciences, Federal
University of Pernambuco (CEEA-UFPE) and in accordance with the guidelines
suggested by the "Brazilian College for Animal Experimentation™ and with international

standards by the "National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
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Animals ". The healthy male mice (swiss albino), weighing 30-35g were used in the
experiments. The mice were obtained from the the Keizo Asami Laboratory of
immunopathology (LIKA), Pernambuco, Brasil. The animals were kept under
laboratory conditions of 25 + 2 ° C (constant temperature), 55-65% humidity with 12-

hour cycles light/dark, with free access to food and water ad libitum.

Plant material

The botanic materials, C. spinosa, were collected at Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Dois Irméos (Latitude 8° 01'22.3 "; Longitude: 34° 57'15.8"). The
botanical material was identified and deposited in the Herbarium UFPE - Geraldo
Mariz, at the Department of Botany, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

under the voucher number 76,556

Extraction

The material botanic (100g) was dried and milled and each tissue of C. spinosa was
separately subjected to Soxhlet extraction using the solvent methanol, at a temperature
below of the boiling point of solvent. The samples were subjected to saturation at reflux
for 24 hours. After this time, the extracts were filtered through a Whatman filter paper
N° 1. The extracts of leaves (L) and roots (R) (methanol: ML and MR) were
concentrated until complete removal of the solvent on a rotating evaporator at 45° C

under reduced pressure and stored for the application in bioassays.

Acute Toxicity studies

The toxicity of plant extract on experimental animal was tested according to the
Organisation of Economic Co-operation and Development-423 guideline (OECD,
2004). Adult nulliparous and nonpregnant female albino rats were selected for the
toxicity study, as female rats are more sensitive. Six animals were assigned to each
group and fasted overnight prior to the administration of oral doses of test substances at
a concentration of 2000 mg/kg body weight. The mices were observed continuously for
the firsts 4 h for if any behavioral changes and then observed 14 day after the drug

administration in the case of mortality.
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Carrageenan - induced Peritonitis

According with Foster et al. [17]. The animals were pre-treated with water,
Acetylsalicylic acid (Positive Control - ASA, 100 mg/kg, orally), ML e MR (20 and 40
mg/kg, orally), and 1h later, the animals received an injection of 1% carrageenan (i.p.).
After 4 h, the animals were sacrificed. After, saline containing EDTA (1ImM, i.p.) was
injected, immediately a brief massage was done for further fluid collection and used for
leukocyte (mainly neutrophils) counting in a Cell Counter (ABX MICROS 60). The
results were expressed as the number of Leukocytes x 103/mm3. The percentage of the
leukocyte inhibition = (1 — T/C) x 100, where T represents the treated groups leukocyte
counts and C represents the control group leukocyte counts.

Antioxidant Activity Using 2,2-Azino-Bis-(3 Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid
(ABTS)

According to Silva et al. [18], the ABTS assay is based on the generation of
chromophore cationic radical obtained from the oxidation of ABTS by potassium
persulfate. The oxidation reaction was prepared with 7 mM ABTS stock solution plus
140 mM potassium persulfate (final concentration) and the mixture was left in the dark
at room temperature (23°C - 25°C) for 12 - 16 h (time required for radical formation)
before its use. The ABTS * solution was diluted in ethanol to an absorbance of 0.7
(x0.02) units at 734 nm. The effects of extracts amount on the antioxidant activity was
carried out using aliquots of 30 L, and mixing with 3 mL diluted ABTS * solution. The
absorbances at 734 nm were measured at different time intervals (6, 15, 30, 45, 60 and
120 min). Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was used
as a reference standard. The values of oxidative inhibition percentage were calculated
and plotted as a function of the reference antioxidant concentration (Trolox) and
expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC, puM). All determinations

were carried out in triplicate.
DPPH Radical Scavenging Assay

The DPPH free radical scavenging activity of the extracts was performed according to
Brand-Williams et al. [19] with some modifications. A methanolic DPPH stock solution
(200 pM) was further diluted in methanol to obtain a UV-VIS absorbance between 0.6 -
0.7 at 517 nm, obtaining the DPPH working solution. 40 pL of the different
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concentrations of the extracts ML and MR (1000, 500, 250, 125, 61,2, 31,25 ug) were
mixed with DPPH solution (250 pL) and after 30 min incubation in darkness the
absorbances were read at the same wavelength mentioned above. The measurements
were triplicated and their scavenging activities were calculated based on the percentage
of DPPH scavenged.

Total Antioxidant Capacity by Phosphomolybdenum Assay

According to Pietro et al. [20], the total antioxidant capacity (% TAC) was evaluated by
phosphomolybdenum assay. An aliquot of 0.1 mL of the extracts ML and MR (100
png/mL) was combined with 1 mL of reagent solution (600 mM sulfuric acid, 28 mM
sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). The tubes were capped and
incubated in a boiling water bath at 90°C for 90 min. Afterward, the absorbance was
measured at 695 nm against a blank (1 mL of reagent and 0.1 mL of solvent). Total
antioxidant activity was expressed in relation to ascorbic acid.

Statistical Analysis

The results of activities are presented as the mean + standard deviation (S.D.).
Statistical significance was determined by analysis of variance (ANOVA) followed by

Bonferroni’s test and Tukey test, with p<0.05 considered significant.

Results

Acute Toxicity studies

The acute toxicity studies conducted on plant extract did not reveal any toxic
signs even at 2000 mg/kg (p.o.) concentration. The experimental animals did not exhibit
any behavioral changes. Hence, the ML and MR extract of C. spinosa was found to be

safe for internal administration.
Carrageenan-induced peritonitis

Cleome spinosa showed anti-inflammatory activity. The methanolic extracts, of
leaves and roots at all concentrations tested - 100mg / kg, 150mg / kg and 200mg / kg -

caused a significant reduction in the number of leukocytes in intraperitoneal fluid of
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mice with peritonitis compared with animals with peritonitis treated with ASA, as
shown in Figure 1 (A and B). It should also be mentioned that when compared the
results obtained with the administration of Cleome spinosa extracts the reduction
obtained by drug the commercial anti-inflammatory - acetylsalicylic acid (ASA) - in the
total number of peritoneal fluid leukocytes, it was found that no there statistical
difference between anti-inflammatory effect of concentration of 100mg / kg of the
methanol extract of the leaves and decreasing the inflammatory response caused by
ASA, and not statistically differ reduced average leukocyte number with the methanolic
extract of the roots at a concentration of 150mg / Kg compared to the average obtained
with the use of ASA.

With increasing concentration of the extract, it was found that there was an anti-
inflammatory effect concentration-dependent because there was no statistical difference
between total leucocytes values in intraperitoneal fluid, with the exception of those
found in the animals who received the methanolic extract root at a concentration of
100mg / kg, for this group of animals showed the highest number of leukocytes, i.e.,
less reduction of the inflammatory response compared to the results obtained with other

concentrations.

Antioxidant Activity Using 2,2-Azino-Bis-(3 Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid
(ABTS)

The antioxidant activity of C. spinosa leaves and roots extracts in function of
time is shown in Table 2, with oxidative inhibition of 96.28%+0.29 to ML and 60.33%
+ 0.29 to MR, after 120 min, equivalent to TEAC of 2120+2.4uM Trolox. C. spinosa
significant antioxidant activity as a function of time, the activity was gradually
increasing, remaining practically constant, after 120 minutes when the increase was of

approximately 100% to ML extract.
DPPH Radical Scavenging Assay

The test of free radicals elimination expressed as a percentage reduction was shown in
Table 3. The radical scavenging activity detected in the extract ML and MR were 85.54
+0.17 and 78.98 + 0.53 respectively, at 1000 ug / mL.
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Total Antioxidant Capacity by Phosphomolybdenum Assay

The total antioxidant activity (CAT) assay performed by phosphomolybdenum, which
molybdenum ion reduction capability of C. spinosa extracts indicating that the extracts
ML and MR were antioxidants. However, differences were observed in the antioxidant
activity between these two types of extracts. The ML extract showed better activity
(51.06% + 0.08 TAC) than the MR extract (42.67% £ 0.05% TAC) using ascorbic acid

as standard. Likewise the other methods, the ML extract was of best activity.

Discussion

The acute phase inflammatory response is a quick process that triggers the
organism as a defense mechanism damage for the some agent, after recognition of the
epitopes [21]. Acute peritonitis occurs recruitment of leukocytes into the intraperitoneal
cavity and the quantifying the number of leukocytes in intraperitoneal fluid it works as
an important index for evaluating the anti-inflammatory potential [ 22].

The present study after the establishment of an animal model of acute peritonitis
by carrageenin showed a significant reduction in the number of leukocytes present in
the intraperitoneal fluid after administration of methanolic extracts, as much as leaves of
C. spinosa roots, demonstrating that the potential anti-inflammatory of this plant, which
should be further explored, given the lack of studies related to this type of research on
C. spinosa. anti-inflammatory properties [8], can be attributed to the phenolic
compounds present in plants, especially flavonoids, and these compounds may also act
in a manner cytoprotective [21]. These authors also showed that methanolic extracts
may be better to detect the presence of anti-inflammatory activity by having a higher

concentration of polar compounds that other organic solvents.

The three concentrations tested (100mg / kg, 150mg / kg and 200 mg / kg), for
leaves and roots of C. spinosa had effects anti-inflammatory and excepting the
concentration of 100 mg / kg roots and the 200 mg / kg sheets, can be evidenced that all
other concentrations triggered anti-inflammatory response similar to that obtained with
the administration of acetylsalicylic acid 500mg / kg. For extracts of the roots, the
optimal concentration was 150 mg / kg, a higher concentration is not necessary, such as

of 200 mg / kg, to have a better anti-inflammatory effect. How much for the extracts of
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the leaves C.spinosa a concentration of 100 mg / kg already caused an anti-
inflammatory process which does not differ in relation to groups of animals receiving
higher concentrations of the extract. This shows that the anti-inflammatory potential of
methanolic extracts of C. spinosa may already occur similarly to a concentration greater
than 500 mg / kg acetylsalicylic acid, presenting themselves as possible effective
therapeutic alternative for the development of inflammation, if this pass the act in

exacerbated form.

Properties anti-inflammatory have also been reported for other species of the
genus Cleome plant, which corroborates with the present investigation. observed anti-
inflammatory activity for Cleome arabica after triggering of inflammation induced by
carrageenan [23]. Extracts of leaves of C. arabica were administered at concentrations
of 100, 200 and 300 mg / kg resulted in a reduction of edema and leukocyte migration
in a dose-dependent manner, divergently of this study results using the C. spinosa
extract which at a concentration of 100 mg / kg and 150 mg / kg have been sufficient
enough to cause significant reductions in the inflammatory process. HARRAZ and
AYAD (1994) Cleome amblyocarpa has shown the anti-inflammatory potential [25].
The ethanol extract of the aerial parts Cleome rutidosperma in the concentrations of
200 mg / kg and 400 mg / kg, administered orally, produced, besides the effect
analgesic and antipyretic activity, one anti-inflammatory effect against inflammation
induced also in carrageenan. Also confronted the results of the anti-inflammatory
activity C. rutidosperma with those obtained by acetylsalicylic acid orally, the

concentration of 200 mg / kg [13].

It is believed that these plants of genus Cleome can act as anti-inflammatory by
inhibiting the release of mediators of acute inflammatory response, such as histamine,
serotonin and bradykinin. It is also believed that extracts of this plant could submit
some influence on the biosynthesis of prostaglandins, may intervene in the second stage

of acute inflammatory response [13].

Antioxidants act in many of biological responses as inflammation and immunity,
they function as signaling mechanisms for redox regulation. Even at minimal levels of
oxidative stress, they are strongly detected and then the protective antioxidant
mechanism is put into action, which is essential for maintaining the structural integrity

of proteins. Also, the antioxidant potential may be a contributing factor to the extracts’
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anti-inflammatory activity. ROS are released from activated neutrophils and
macrophages during inflammatory injury and their overproduction leads to tissue injury
or damage. ROS can also cause the release of pro-inflammatory cytokines such as IL-1§
and TNF-a which directly enhance inflammatory response [26, 27]. Hence, the extracts
ability to counteract the effects of ROS and free radicals can contribute to their

antiinflammatory activities.
Conclusion

The methanol extract of C. spinosa presents a anti-inflammatory potential, which
contributed to scientific evidence of its medicinal uses related in the treatment of
inflammation process, and the activity antioxidant of the extracts may be related to this
effect beyond the phytochemicals present in each extract tested.
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Figura 1. Effects of extracts of leaves and roots metanolics C. spinosa and Acetyl

salicylic (500mg/ Kg) on the leukocytes migration. The results are expressed as Mean
+SD (n=6). * Indicates significant difference from the control group (p <0.005), One-

way ANOVA.



Table 1. Antioxidant activity (ABTS") of Cleome spinosa

Extract ML MR

Time % Inhibition % Inhibition TEAC? (UM Trolox)

6 min 71.62 £ 0.09 33.00 +£0.08 1523.33 +1.23
15 min 77.40 £ 0.05 40.22 £0.12 1663.33 £ 0.99
30 min 81.68 £ 0.02 45.17 £ 0.09 1766.66 £ 1.16
45 min 82.92 +£0.16 48.48 +0.18 1796.66 + 2.45
60 min 88.29 £ 0.21 51.71+0.23 1926.66 + 2.16
120 min 96.28 + 0.26 60.33 £ 0.29 2120.00 + 2.40

Mean + SD, n =3. ®TEAC = antioxidante activity equivalente to Trolox
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Table 2. Antioxidant activity of methanolic extract of C. spinosa leaves and roots in

different concentrations. Gallic acid was used as standard. Mean £ SD (n = 3).

Extract

ML

MR

Extract concentration (pug/mL)

DPPH RSA%

DPPH RSA %

1000
500
250
125
62.5
31.2

85,54 +0.17
80.08 + 1.30
74.16 +2.70
67.13+1.35
53.29 +2.64
35.37+ 2.66

78.98 £ 0.53
54.34 +0.62
31.72 +1.60
21.63+1.83
18.92 +1.53
12.54 +£1.25

RSA %: Percentage of DPPH radical reduction activity after 30 min.
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ANTIOXIDANT AND ANTI-Staphylococcus aureus ACTIVITIES OF EXTRACT
FROM Crataeva tapia L.
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Silva Bessa.!; Paula Fernanda Figueiredo das Mercés; Tiago Fonseca Silval; Juciara
Carneiro Gouveia Tenorio®; Ingridd Ayslane Torres de Araujo Ribeiro!; Rosimere da

Silval; Cesar Augusto da Silva?; Vera Lucia de Menezes Lima®

1- Departamento de Biogquimica, UFPE, Recife, Brazil
2- Colegiado de Medicina, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, Juazeiro,

Brazil
Background

Crataeva tapia, common in Semi-Arid northeastern, among herbal medicine practitioners
for the treatment of diseases related to digestive processes and microbiological
infections [1]. S. aureus, the most common bacterial pathogen isolated in humans is
estimated at half a million cases of invasive infection, the emergence of multidrug-
resistant strains, is grounds for research into new immunotherapies [2]. Oxidative stress
induced by radicals is considered a primary factor in neurodegenerative disease [3, 4].

Methods

The sample of leaves were collected in the Universidade Federal de Pernambuco,
Brazil, were fragmented and dried at 45°C for 48 h. The leaves C. tapia were extracted
with ethanol for 3 days at room temperature, with agitation on a rotary shaker (90 rpm),
after were filtered and evaporated. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was realized according to the Instituto
Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2011) [5]. The antimicrobial activity was
tested against the following microorganisms provided by the Departamento de
Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco, some isolated strains of S.
aureus originally obtained from: blood sample (UFPEDA 672), vaginal secretion
(UFPEDA 660); catheter tip (UFPEDA 663); urine sample (UFPEDA 670. For the
antioxidant activity the following methods were wused: 2, 2-azino-bis- (3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) according [6] using trolox was reference
standard. The results are expressed in trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)
and phosphomolybdenum assay according [7] using ascorbic acid as standard.

Results and Conclusions

The MIC and MBC values ranged from 1.56 to 6.25 mg/mL and 3.12 to 12.5 mg/mL,
respectively. This work showed that organic extract of C. tapia is a promising natural
product for the development of new anti-S. aureus, therefore deserving further studies in
order to understand their mechanism of action to develop formulations for
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pharmaceutical use based on the your phytochemicals. The antioxidant activity against
the radical ABTS showed: TEAC = 603,33 = 0.001 uM Trolox, with percentage
inhibition: 33.6 % * 0.002. The assay performed by phosphomolybdenum showed:
TAA: 23 % + 2.7. Ethanol, methanol are used favorably to extract polar compounds
such as phenolic compounds and flavonoids which are believed to be effective
antioxidants and antimicrobial [9].
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POTASSIUM USNATE TOXICITY AGAINST EMBRYONIC STAGES
OF THE SNAIL Biomphalaria glabrata
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Background

Schistosomiasis affects millions of people at tropical and subtropical regions. In Brazil,
thousands of new cases and hundreds of deaths annually are related to environmental
problems and the presence of snails of the genus Biomphalaria [1]. B. glabrata is
located over Brazilian coast and is the main vector of the disease [2]. B. glabrata
elimination or control is an important alternative to reduce or eliminate schistosomiasis.
The molluscicidal (niclosamide), recommended by the World Health Organization for
this purpose, has high cost and it has demonstrated a high environmental toxicity [3].
For this reason, alternative molluscicides have been researched, such as the substances
obtained from lichens. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of potassium
usnate obtained from Cladonia substellata (lichen) over the embryonic stages of B.
glabrata.

Keywords; Cladonia substellata VVanio, Molluscicidal, Schistosomiasis
Methods

Cleaned and dried stems from C. substellata (60 g) were subjected to four successive
extractions with cold diethyl ether (150 ml) in order to isolate usnic acid. Further
isolation and purification was done using a silica column eluted with chloroform/hexane
(80:20 v/v). To obtain potassium usnate, 500 mg of usnic acid were partially dissolved
in distilled water at 40 °C, 10% potassium hydroxide was added carefully until
complete solubilization of the sample, and then the samples were lyophilized [4]. The
structure of the molecule was confirmed by infrared and *H NMR. For biological
assays, embryos (n = 100) in stages of blastocyst (E1), gastrula (E2), trocophore (E3)
and veliger (E4) [5], were exposed during 24 h to the dissolved potassium ushate in
filtered and dechlorinated water at concentrations ranging from 1 to 6 mg/ml. After the
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exposure period, the embryos were washed and transferred to clean plates with filtered
and dechlorinated water where they were monitored for 7 days in order to observe
viability parameters: hatching, malformation, and death. The experiments were
performed in triplicate [3].

Results and Conclusions

Potassium usnate concentrations of 3 and 4 pg/ml provoked 26% and 48% of non-viable
embryos at stage E1, while lower concentrations (2 and 3 pg/ml) were needed to cause
similar results in E2 embryos. E3 and E4 stage embryos were also strongly affected by
potassium usnate, only 2.5 pg/ml were needed to cause 27% and 26% of malformation
or death, respectively, with increased levels along the other concentrations. 100%
mortality was observed in stages E1, E2, E3, and E4 on 6.0, 4.0, 4.5, and 4.5 pg/ml
concentrations, respectively. By these experiments, it is possible to understand that
potassium usnate is an efficient and promising molecule to be used in control and

elimination of B. glabrata in the embryonic stages.
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What is currently raised as a new approach in the management of plant diseases is the development
and formulation of plant based biopesticides. The objective of present study is to evaluate the
antibacterial activity of agueous exiracts of twelve species belonging to seven families collected from
the Northeast of Brazil against four economically important phytopathogenic bacteria. Antibacterial
activities of the aqueous extracts were studied by minimum inhibitory concentration (MIC) and minimuwm
bactericidal concentration (MBC). Twelve agueous extracts of twelve species were evaluated. Only three
extracts were not active against Ralsfonia solanacearum and other three extracts were not active
against Xanthomonas campesfris pv. campesiris. Anadenanthera colubrina wvar. cebil, Croton

fus and Eugenia brejoensis presented a broad spectrum of the inhibitory effect (MIC 3.12 to
12.5 mg/mL). According to these results, we conclude that the flora in the northeast of Brazil can be
regarded as a rich source of plants with antibacterial activity. Therefore, further screening of other plant
species, identifying active fractions or metabolites and in wive application of active exiracts are
warmanted.

Key words: Caatinga, Atlantic Forest, antibacterial activity, aqueous extract, anti-phytopathogenic activity.

INTRODUCTION

The plant kingdom represents an enomous reservoir of especially in developing countries, where there is
biologically active compounds with warious chemical dependence on traditional medicine for a wvanety of
structures and disease preventing properties (Kavitha diseases (Gangoue-pieboji et al.. 2008). According fo
and Satish, 2013). The use of plant compounds to treat World Health Organization, medicinal plants would be the
infection is am ancient practice in a large part of the world, best source to obtain a variety of drugs. In recent years,
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Syagrus coronata (Mart.) Becc. (Arecaceae) is a native Brazilian palm (owricuri) and despite the use of
its derived products by traditional communities, few scientific reports have been published regarding
its biomedical activity. This study investigates the chemical composition and anti-Sfaphylococcus
aureus effects of both manufactured oil (SC0O) and essential il (SCED) from 5. coronata seeds. SCO
was provided by rural inhabitants, while SCEQ was obtained by hydroedistillation. Chemical
characterization was performed by gas chromatography-mass spectrometry (GC/IMS). Im  vifro
antimicrobial activity was determined against 17 5. aurews strains, including multidrug-resistant strains.
Eleven compounds were detected in the SCED, octanoic (28.61%) and dodecanoic acids (22.97%) were
the major constituents. On the other hand, nineteen fatty acids (FA) were identified in the SC0, the
major ones being dodecanoic acid (41.58%) and 9-octadecenoic acid (23.81%). Both oils showed strong
activity against all tested strains. Most strains (68.75%) were sensitive to SCED at minimum inhibitory
concentrations (MIC) between 0.002 and 0.01 pliml; and minimum bactericidal concentrations (MBC)
ranging from 0,002 to 0.312 plfml. SCO inhibited the growth of 52 94% of strains with MIC between 0.16
and 0.625 pliml. MBC values for SCO were between 0.16 and 5 pliml; however, 47.05% of isolates were
killed by 2.5 pliml of SCO. These results encourage further research into the toxicological and
pharmacolegical aspects of SC0O and SCED. Such work would likely support their use in the
development of new antimicrobial agents for the phammaceutical, food and cosmetic industries.

Key words: Caatinga, essential oil, anti-Staphplococcus aureus, natural products.

INTRODUCTION

Bacteria, with their increasing drug resistance and their
capacity to spread around the world, have become the
most complex threats to a global public health system
that is imcreasingly in meed of effective antimicrobial

treatments (Gould et al., 2012). Among human and
animal pathogens, Staphylococcus aureus is of particular
concem due to its ability to express a vanety of virulence
factors that facilitate cell adhesion, immune evasion, host

1
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The antibacterial eficacy of various solvent extracts of marine algae Caulerpa racemosa, Ulva lactuca
(Chlorophyta), Jania adhaerens (Rhodophyta), Padina gymnospora and Sargassum polycerafium
(Phaeophyta) against some selected gram-positive and gram-negative human pathogenic bacteria was
screened. Crude extracts were prepared from the selected marine algae using different solvents
namely, hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol and were tested for their antibacterial activity
against human pathogenic bacteria using disc diffusion method. Minimum inhibitory concentration
[(MIC) was also determined for selected solvent extracts for all the bacterial species. A suitable positive
control was also maintained. Among the five marine algae screened C. recemosa and U lacfuca were
found to be more active. it was observed that the ethyl acetate extracts of all the five marine algae
showed higher inhibitory activity for the selected bacterial species than other solvent extracts. The
results revealed that the crude ethyl acetate extracts seem to be a good source material in identifying
the effective pure antibacterial compound(s) in all the five marine algae and particularly, C. recemosa
and U lactuca. The present study showed that the ethyl acetate extracts of marine algae such as C.
racemosa, J. adhaerens, P. gymnospora, 5. polycerafium and Ulva lacfuca exhibited good antimicrobial
activity. But the ethyl acetate extracts of C. racemosa and U. lactuca possessed highest antibacterial
activity tham others and so it could be useful in seeking active principles against human pathogenic
bacteria.

Key words: Seaweeds, antimicrobial activity, marine macroalgae, human bacterial pathogens.

INTRODUCTION

Bacterial infection causes high rate of mortality in human chemicals tackles these problems. Mowadays, the use of
populatiom and agquaculture organisms. Preventing antibiotics increased significantly due to heavy infections
disease outbreaks or treating the disease with drugs or and the pathogenic bacteria becoming resistant to drugs
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Preparing illustrations and figures

Illustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file. Each
figure should include a single illustration and should fit on a single page in portrait
format. If a figure consists of separate parts, it is important that a single composite
illustration file be submitted which contains all parts of the figure. There is no charge
for the use of color figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the
quality of your figures.

Formats

The following file formats can be accepted:

PDF (preferred format for diagrams)
DOCX/DOC (single page only)
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PPTX/PPT (single slide only)

EPS

PNG (preferred format for photos or images)
TIFF

JPEG

BMP

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the
document, rather than being a part of the figure file. For each figure, the following
information should be provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals -
i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to
300 words.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures or tables that have previously been
published elsewhere.

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table
1, 2, 3 etc.). Tables should also have a title (above the table) that summarizes the whole
table; it should be no longer than 15 words. Detailed legends may then follow, but they
should be concise. Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of
the document text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and
displayed in the final published form of the article. Such tables should be formatted
using the Table object’ in a word processing program to ensure that columns of data are
kept aligned when the file is sent electronically for review; this will not always be the
case if columns are generated by simply using tabs to separate text. Columns and rows
of data should be made visibly distinct by ensuring that the borders of each cell display
as black lines. Commas should not be used to indicate numerical values. Color and
shading may not be used; parts of the table can be highlighted using symbols or bold
text, the meaning of which should be explained in a table legend. Tables should not be
embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a portrait page can be uploaded separately as
additional files. Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the
article, but a link will be provided to the files as supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls)
or comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard file
extensions.
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Preparing additional files

Although BMC Complementary and Alternative Medicine does not restrict the length
and quantity of data included in an article, we encourage authors to provide datasets,
tables, movies, or other information as additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not
include files such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised
versions of the main manuscript document with tracked changes. Such files should be
sent by email to editorial @biomedcentral.com, quoting the Manuscript ID number.
Results that would otherwise be indicated as “data not shown" can and should be
included as additional files. Since many weblinks and URLs rapidly become

broken, BMC Complementary and Alternative Medicine requires that supporting data
are included as additional files, or deposited in a recognized repository. Please do not
link to data on a personal/departmental website. The maximum file size for additional
files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on submission.

Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published
article as supplied by the author. We recommend CSV rather than PDF for tabular data.

Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the
browser. These include most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-
websites prepared according to our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB),
geographic data files (KML).

If additional material is provided, please list the following information in a separate
section of the manuscript text:

File name (e.g. Additional file 1)

File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt,
.pptx (including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

Title of data

Description of data
Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file
shows this in more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be
viewable using free or widely available tools. The following are examples of suitable
formats.

Additional documentation

o PDF (Adode Acrobat)
Animations

o SWEF (Shockwave Flash)
Movies

o MP4 (MPEG 4)

o MOV (Quicktime)
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Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)

o CSV (Comma separated values)
As with figure files, files should be given the standard file extensions.

Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that
they will be browsable from within the full text HTML version of the article. In order to
do this, please follow these instructions:

1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the
root.

2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-
folders.

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than
"/images/picture.jpg" or "http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or
"C:\Documents and Settings\username\My Documents\mini-
website\images\picture.jpg™) and no link is longer than 255 characters.

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that
the most commonly used browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to
view all parts of the mini-website without problems, it is ideal to check this on
a different machine.

5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that
index.html is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then
submit as an additional file with your article.

Style and language

General

Currently, BMC Complementary and Alternative Medicine can only accept manuscripts
written in English. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.
There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged
to be concise.

BMC Complementary and Alternative Medicine will not edit submitted manuscripts for
style or language; reviewers may advise rejection of a manuscript if it is compromised
by grammatical errors. Authors are advised to write clearly and simply, and to have
their article checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be
minimal. Non-native speakers of English may choose to make use of a copyediting
service.

Language editing

For authors who wish to have the language in their manuscript edited by a native-
English speaker with scientific expertise, BioMed Central recommends Edanz. BioMed
Central has arranged a 10% discount to the fee charged to BioMed Central authors by
Edanz. Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance
for publication. Please contact Edanz directly to make arrangements for editing, and for
pricing and payment details.
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Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please
visit our page on Writing titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific
manuscript. American Scientist also provides a list of resources for science writing. For
more detailed guidance on preparing a manuscript and writing in English, please visit
the BioMed Central author academy.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when
first used and a list of abbreviations can be provided following the main manuscript
text.

Typography
Please use double line spacing.

Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All pages should be numbered.

Use the BMC Complementary and Alternative Medicine reference format.

Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

Please do not format the text in multiple columns.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to
reproduce a particular special character, please type out the name of the symbol in
full. Please ensure that all special characters used are embedded in the text,

otherwise they will be lost during conversion to PDF.
Units

Sl units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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