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RESUMO

As plantas utilizadas pela medicina popular s&o recursos promissores,
tratamento das mais diversas patologias, aliadas as pesquisas que confirmem estas
propriedades terapéuticas. Devido ao uso de Cleome spinosa Jacg. na medicina popular
contra processos inflamatérios e infec¢fes de natureza microbioldgica, esse estudo tem
como principal objetivo avaliar o potencial antimicrobiano in vitro e anti-inflamatério in
vivo dos extratos das fracGes organicas das raizes e folhas da C. spinosa. A atividade
antibacteriana foi realizada atraves do método de microdiluicdo para obtencdo das
concentracdo minima inibitoria (CMI), concentragdo minima bactericida (CMB) dos
extratos: ciclohexano folha (ECHF), cloroformio folha (ECF), acetato de etila (EAF),
metanol folha (EMF), ciclohexano raiz (ECHR), cloroférmio raiz (ECR), acetato de
etila (EAR) e metanol raiz (EMR) contra as bactérias Gram-positiva (Staphylococcus
aureus e Bacillus subtillis) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). O ensaio da atividade anti-inflamatoria foi realizada com 0 EMF e EMR
nas concentragfes de 100 mg, 150 mg e 200 mg; e 0 método utilizado foi o de inducdo
da peritonite por carragenina e para avaliar a toxicidade de todos os extrato de folha e
raiz na concentracdo de 100mg, 150mg e 200mg foi utilizado o método de Artemia
salina. No presente estudo, todos o0s extratos testados apresentaram atividade
antibacteriana, em particular contra bactérias Gram-positivas S. aureus com CMI do
ECHF de 0,09 mg/mL e CMB 0,19 mg/mL e contra B. subtilis a CMI dos ECHR e ECR
foi de 0,09 mg/mL e CMB de 0,19 mg/mL. Os EMF e EMR de C. spinosa em todas as
concentragOes testadas (100mg/Kg, 150mg/Kg e 200mg/Kg) apresentaram atividade
anti-inflamatoria. Todos os oito extratos testados nas concentracbes 100mg/Kg,
150mg/Kg e 200mg/Kg ndo apresentaram toxicidade contraa Artemia salina.

Os resultados obtidos demonstraram que 0s extratos da espécie vegetal C.
spinosa possui constituintes com acBes antibacterianas e anti-inflamatdria
consideraveis. Tais resultados incitam a continuacdo de trabalhos experimentais para

que sejam identificadas as substancias responsaveis por estas atividades.

Palavras — chave: Planta Medicinal. Antibacteriano. Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

The plants used in popular medicine are promising resources in the treatment of
several diseases when they are combined with researches that confirm their therapeutic
properties. Due to the use of Cleome spinosa Jacq. in popular medicine against
infections and inflammatory processes of microbiological nature, this study has as the
main objective to evaluate the antimicrobial potential in vitro and the anti-inflammatory
potential in vivo of the extracts of organic fractions of the roots and leaves of C.
spinosa. The antibacterial activity was performed using the microdilution method for
obtaining the minimal inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC) of the extracts: cyclohexane of leaf (CHEL), chloroform of leaf
(CEL), ethyl acetate of leaf (EAEL), methanol of leaf (MEL) cyclohexane of root
(CHER), chloroform of root (CER), ethyl acetate of root (EAER) and methanol of root
(MER) against Gram-positive (Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis) and Gram-
negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) bacteria. The test for anti-
inflammatory activity was performed using MEL and MER in the following
concentrations: 100 mg, 150 mg and 200 mg; and the method used was the Indution of
peritonitis by carrageenan. The results showed that all extracts presented antibacterial
activity, especially against the Gram-positive bacteria S. aureus with MIC of CHEL
0,09 mg/mL and MBC 0,19 mg/mL. Whereas against B. subtilis the MIC of CHER and
CER was 0,09 mg/mL and a MBC of 0,19 mg/mL. The MEL and MER of C. spinosa
exhibited anti-inflammatory activity at all concentrations tested (100 mg/kg, 150 mg/kg
and 200 mg/kg). The results showed that the extracts of the plant species C. spinosa has
shares constituents with antibacterial and anti-inflammatory actions that may be
considerable. Such results incite further experimental works in order to identify

substances responsible for these activities.

Keywords: Medicinal Plant. Antibacterial. Anti-inflammatory.



LISTA DE FIGURAS

Pag.
FIGURA1l.  Aspectos gerais de Cleome spinosa Jacg.: a — visdo geral do local
da coleta. b — aspecto geral da planta. ¢ — inflorescéncia. d —
FPULOS. .. e 21
LISTA DE FIGURAS CAPITULO 1
Pag.

FIGURA 1. Contagem de leucécitos totais peritoneais de ratos estimulados
com carragenina, dos extratos metanolicos das folhas (A) e raizes
(B) Cleome spinosa, acido acetilsalicilico 500 mg/kg (AAS)
comparados entre si e com o grupo controle tratado solucéo salina
a0,9%.

.................................................................................................. 39



LISTADE TABELAS CAPITULO 1

TABELA 1. Rendimento em gramas dos extratos de Cleome spinosa Jacq......... 56

TABELA 2. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), Minima Concentracdo
Bactericida (CMB) dos extratos das folhas e raizes de Cleome
spinosa expressa emM MQO/ML........ccoeiveieiieie e 57



SUMARIO

Pag.
INTRODUGAO. ...ttt 11
REVISAO DE LITERATURA......cootiieteeeeteeeee e nssnsenisnenns 14
2.1 Plantas MediCiNAIS..........ccceriririiiiiiiiise e 15
2.2 Antimicrobianos Naturais...........cccooviiiineneienesseeee, 16

2.3 Processo Inflamatério e Uso de Anti-inflamatérios Naturais. 17

2.4 Agentes FIOQISTICOS. .....civiiiiiiiieie e 19
2.5  Cleome SPIN0SA JACH:.....cueiueierririerieniesieseeeeie e 20
OBUIETIVOS.....c et 24
3.1 ODbjetivo Geral........cccooveiiii e 25
3.2 ODbjetivos ESPecCifiCos.......cccovvviiiiiiiiie e 25
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoooiiieeeeeieseeeensensnenines 26
CAPITULO Luoiiiiciiieiecieese ettt 38
CONCLUSAOQ. ......civirirerisiieissesssssssssssss st ssssssss s 40

ANEXOS. ... 42



11

1. INTRODUCAOD



12

A utilizacdo de plantas medicinais € um dos remédios mais antigo para o
tratamento de enfermidades humanas, e muitas das informac6es a respeito de seu uso
vem através da sabedoria popular (FUNKE & MELZIG, 2006; AGRA et al.; 2007,
BIAVATTI et al., 2007).

A biodiversidade e medicina tradicional estdo intimamente entrelacadas, uma
vez que, ha milénios a biodiversidade tem uma fonte inestimivel de informagdo e
matéria-prima que suporta sistemas de saude tradicionais em diferentes culturas
humanas (ALVES & ROSA, 2007). Muitos paises, principalmente os que se encontram
em desenvolvimento buscam nas plantas medicinais uma alternativa para problemas
sociais da populagdo, desde que o uso das plantas medicinais € uma pratica bastante
comum nas populacdes carentes, sejam de areas rurais ou areas urbanas mundial, além
do carater econdmico, pois aproximadamente metade dos remédios contém material de
plantas ou sintéticos derivados delas (ITOKAWA et al,2008; KOLEWE, 2008;
SAKLANI e KUTTY, 2008).

Nos paises em desenvolvimento, as doencas infecciosas representam uma
parcela dos problemas de saude, devido a resisténcia dos micro-organismos, que tem
aumentado com uso indiscriminado de antimicrobianos. Esta situacdo tem despertado a
necessidade de se investigar novos farmacos com acao antimicrobiana de varias fontes,
tais como plantas medicinais (KARAMAN et al., 2003).

Entre os inlmeros géneros de espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-
se 0 género Cleome que apresenta diversos usos na medicina popular como
estimulantes, anti-inflamatdrio, antiescorbdtico, anti-helmintico e diurético (BOSE,
2007). A Cleome spinosa Jacq., conhecida popularmente como mussambé, é utilizada
na medicinal tradicional como estimulantes do aparelho digestivo, anti-inflamatdrio,
infeccdo e cicatrizante. Segundo COLLINS (2004) o estudo fitoquimico desta espécie
detectou a presenca de flavonoides e diterpenos cembranos, metabdlitos que pode vir a
justificar alguns dos seus efeitos terapéuticos.

Devido a escassez de informacGes cientificas que justifique o uso da Cleome
spinosa Lacg, na medicina tradicional, este estudo tem como principal objetivo
investigar as propriedades terapéuticas da referida espécie contra micro-organismos e
processos inflamatdrios, inferindo uma alternativa terapéutica eficiente e de baixo custo

a populacéo.
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2. REVISAO PE LITERATURA
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2.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas no tratamento e na cura dos mais diversos males é tdo antigo
quanto a espécie humana. Os egipcios, por volta de 1.500 a.C, j& faziam uso de plantas
medicinais na cura de doengas, como descrito no “Ebers Papirus”. Na China, em 500
a.C, surgiu o primeiro manuscrito descrevendo plantas medicinais, seus usos e forma de
preparo (HELFAND & COWEN, 1990). No Brasil, o estudo da flora medicinal teve
inicio na época do império, em 1818, quando Karl Friedrick, botanico alemdo, em
expedicdo pelo Brasil catalogou 22.767 espécies diferentes, no entanto apenas 15%
dessas espécies foram estudadas cientificamente; o que s6 vem confirmar o qudo rica € a
nossa biodiversidade e o potencial biotecnolégico ainda a ser explorado (KANSLER,
2011).

No Brasil, 0 conhecimento a respeito do uso tradicional de plantas € uma rica
mistura dos conhecimentos indigena, africano e europeu, baseados em espécies tropicais
desde a colonizacdo. Esta sabedoria esta cada vez mais aprofundada pelo homem e em
constante modificacdo pela cultura moderna (SILVA, 2002; SANTOS et al., 2008).

Muito ja se sabe a respeito do uso das plantas medicinais por parte da sabedoria
popular, que vem de geracdo a geracdo, descrito com a intencdo de preservar essa
tradicdo milenar, por seu registro em varios tratados de fitoterapia. (CORREA JUNIOR,
1991). Mas com os avancos cientificos, em meados do século 20, esta pratica milenar
perdeu espaco para 0s medicamentos sintéticos e industrializados e as fabricas
brasileiras foram, em sua maioria, desativadas ou substituidas por multinacionais. No
entanto, o alto custo destes farmacos e os efeitos colaterais apresentados contribuiram
para o ressurgimento da terapia atraves das plantas (FERNANDES, 2004).

A comprovacdo cientifica dos efeitos benéficos das plantas brasileiras, tidas
popularmente como medicinais, tem despertado grande interesse junto aos
pesquisadores de todo o mundo, como objeto auxiliar dos problemas sociais da
populacdo universal, além do carater econdmico, em paises desenvolvidos, como 0s
Estados Unidos, 25% dos medicamentos comercializados contém produtos ou
principios ativos de origem vegetal, articulando um mercado de bilhGes de dolares por
ano (FARNSWORTH e BINGEL, 1997; CALIXTO, 2001; NEWMAN et al., 2003;
BOLDI, 2004).
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Na busca de novos farmacos para a cura de inimeras doencas que afetam a
populacdo deve ser levada em consideracdo a formulagdo dos fitoterdpicos,
necessitando de trabalhos multidisciplinares para que a espécie vegetal seja selecionada
corretamente, a avaliacdo dos teores dos principios ativos seja feita e para que a
manipulacdo e a aplicagdo na clinica médica ocorram (TOLEDO et al., 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populagédo
nos paises em desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais no tratamento de
doencas primarias e esta utilizacdo tem recebido incentivos da propria OMS
(CARVALHO et al., 2006; CARVALHO et al., 2008). Apesar da vasta flora medicinal
disponivel, a maior parte das plantas medicinais nativas permanece sendo utilizada da
mesma forma tradicional, sendo raros os exemplos de produtos registrados contendo
vegetais (BRANDAO et al., 2006; ALMEIDA, 2003). Por isso, s&0 muitos os fatores
gue vém colaborando para o desenvolvimento de praticas de saude que incluam plantas
medicinais, principalmente econdmicos e sociais (ELISABETSKY, 1991,
ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006; SILVA et al., 2006).

2.2 Antimicrobianos Naturais

Os casos de micro-organismos patogénicos humanos resistentes a drogas séo 0s
mais bem documentados na evolugdo biologica e um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. Em razéo do aumento da resisténcia de
micro-organismos patogénicos a mdaltiplas drogas, devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, surge a preocupacdo para a procura de novas alternativas terapéuticas,
incluindo as plantas (NOVAIS et al., 2003; ANTUNES et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2006; OLIVEIRA etal., 2007).

Baseados na medicina tradicional, plantas com propriedades anti-infecciosas e
anti-inflamatérias tém contribuido com farmacos inovados na terapéutica
antimicrobiana, incentivando o empenho dessas diversas linhas de pesquisa na area da
microbiologia (HOLETZ et al, 2002; YAMAMOTO & OGAWA, 2002;
ZACCHINO et al., 2003). As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais, de
grande interesse cientifico devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos,

por proporcionarem grandes chances de obterem-se compostos bioativos, como 0s
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fenolicos, devido a diversidade de seus constituintes (NASCIMENTO et al., 2000;
PESSINI et al., 2003; DUARTE et al., 2004; MICHELIN et al., 2005; LIMA et al,,
2006).

Partes aéreas de espécies vegetais, como ramos, folhas e flores, e partes
subterrdneas, como tubérculos, rizomas e raizes, sdo frequentemente utilizadas nas
pesquisas de novos compostos (BENKEBLIA, 2004; AIDI WANNES et al., 2010).
Plantas, ervas e especiarias conttm um grande numero de substancias que inibem
atividades metabdlicas de bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos (VIGIL et al.,
2005).

Os principios ativos advindo dos vegetais sdo responsaveis, de forma direta e
indiretamente, por aproximadamente 40% de todos os farmacos disponiveis na
terapéutica moderna e, se for considerado os utilizados como antibidticos e este
percentual pode chegar a cerca de 70% (PHILLIPSON, 2000; YUNES & CALIXTO,
2001).

A nivel mundial tem varias pesquisas sobre alternativas naturais de tratamento e
cura. AHMAD et al. (1998) & DESTA (1993) relataram que os extratos alcodlicos de
raizes de Plumbago zeylanica mostrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subutilis, Proteus vulgaris. O Plumbago
scandens tem sido utilizada para tratar doengas causadas por bactérias, esta atividade é

atribuida a plumbagina naftoquinona, constituinte das raizes (PAIVA, 2003).

O uso de isotiocianatos, sendo 0 mais representativo, Sulforafano, derivado de
brécolis, tem potente acdo bactericida para tratamento da infeccdo por Helicobacter
pylori (FAHEY, 2002). O extrato hidroalcéolico do cajueiro (Anacardium occidentale
Linn.) produziu significante atividade antimicrobiana in vitro sobre as linhagens de

Staphylococcus aureus de origem humana hospitalar resistentes ( SILVA etal., 2007)

2.3 Processo Inflamatério e Uso de Anti-inflamatérios Naturais

O processo inflamatdrio consiste na resposta organica mais precoce diante de
lesdo tecidual ou infeccdo. Este processo fisiolégico envolve uma acdo co-ordenada
entre o sistema imunoldgico e o tecido no qual ocorreu a lesdo. Diante de um trauma

tissular, o acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores
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quimicos ocasionam a sensibilizacdo periférica da dor, que se caracteriza por uma
alteracdo no limiar de nociceptores, provocando dor, eritema, aumento da temperatura
local e edema, como uma resposta aguda ao processo inflamatério estabelecido (SMITH
etal, 1998; SAKATA & ISSY, 2008).

A inflamagdo pode ser aguda, com duracdo relativamente curta, apresentando
alteracdes vasculares, edema e infiltracdo basicamente de neutr6filos; ou crénica, com
duracdo mais longa, caracterizada pela infiltracdo de células mononucleares
(macréfagos, linfocitos e plasmécitos), destruicdo tecidual, tentativa de reparo por
reposicdo do tecido conjuntivo, proliferacdo de pequenos vasos sanguineos e, em
particular, fibrose (RANG; DALLE; RITTER, 1997; ROBBINS et al., 2001).

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) representam uma das classes de
farmacos mais comumente usados em processos inflamatdrios, apresentando uma boa
atividade terapéutica (EICKHOFF et al., 1996). Os AINEs sdo geralmente utilizados
como anti-inflamatérios, antipiréticos e analgésicos, inibindo a atividade da enzima
Ciclo-oxigenase (COX). Estima-se que aproximadamente 75 milhGes de prescri¢Ges
médicas sejam de AINEs, e que aproximadamente 50 milhdes de americanos utilizam
esses farmacos regularmente (BANSAL et al., 2007).

No Brasil, cerca de 80 milhdes de pessoas fazem uso de automedicacdo, sendo
que os AINEs estdo entre 0os mais utilizados pela populagédo (SAKATA & ISSY, 2008).
Um exemplo é o &cido acetil salicilico (AAS) que € um inibidor seletivo de COX-2,
comumente utilizado em processos inflamatérios agudos e/ou crénicos. Além da acéo
anti-inflamatoria, o AAS apresenta, ainda, atividade antioxidante. Para os AINES essa
acdo é considerada de grande interesse, pois a producdo de radicais livres, além de
contribuir na inflamac&o e dor, pode causar danos nos tecidos (VANE et al., 1998).

Porem a maioria dos AINEs, mesmo sendo considerados seguros, podem causar
varios efeitos colaterais em uma fracdo significativa dos pacientes tratados por via oral,
incluindo toxicidade hepaética, renal e irritacdo da mucosa gastrica (KONTOGIORGIS
et al, 2002). O AAS ao ser administrado via oral pode causar inumeros efeitos
adversos, incluindo desde indisposicBes gastrointestinais até toxicidade hepatica e renal
(WHITTLE etal., 2003; TRAVERSA et al., 2004).

A tilizacdo de plantas no tratamento de doengas inflamatérias a partir da

medicina tradicional € muito comum e essa pratica estd sendo estudada pela
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comunidade cientifica, visando ndo apenas a cura dessas patologias, mas restituir o
homem & vida natural, sem consequéncias tdo danosas dos efeitos adversos (MARTINS
etal., 2000).

Tem sido relatado que o extrato de Tanacetum parthenium (Asteraceae) pode
inibira COX e a 5- lipooxigenase (LOX) atraves da tanetina, um flavonol lipofilico. Este
flavonol inibiu um derivado do &cido araquid6nico, indicando uma agdo anti-
inflamatéria. O mesmo ocorre com outros flavondides que podem inibir COX, mono-
oxigenasese e (LOX) através do metabolismo do acido araquidénico (WILLIAMS etal.,
1995;ROTELLI et al.,, 2003; SVOBODOVA et al., 2003).

A saikosaponina-d uma saponina triterpénica, obtida da planta medicinal
Bupleurum falcatum (Apiaceae), apresenta uma variedade de atividades farmacologicas,
incluindo anti-inflamatéria. Esta saponina inibe a COX, a LOX, a proliferacdo de
linfécitos e aumenta o nivel de corticoster6ides endégenos (LEUNG et al., 2005).

A busca por terapias mais eficientes e especificas para 0 processo inflamatorios é
importante e 0os metabolitos secundarios das plantas por possuirem uma enorme

diversidade quimica atuam emdiferentes locais deste processo.

2.4 Agentes Flogisticos

Os agentes flogisticos sdo capazes de desencadear uma reacao inflamatoria, a
exemplo da carragenina, histamina, bradicinina, prostaglandina E2 e substancia P. A
carragenina um mucopolissacarideo derivado de algas marinhas, que desencadeia o
processo inflamatério mediado por prostaglandinas, apresenta pico maximo entre 2 a 4
horas apo0s aplicacdo (SARTORI, 2003; BOLETA-CERANTO; VEIGA; ARSATI,
2005). O processo inflamatério induzido pela carragenina deflagra 03 fases: primeiro o
aumento de histamina, na segunda fase a mediacéo da cininas e por fim a proliferacéo
das prostaglandinas (NAUSEEF; METCALF; ROOT, 1983; ROTELLI, 2003). A
utilizacdo de agentes inflamatérios, como a carragenina, induz a sintese e liberacéo de
prostaglandinas (DI ROSA etal., 1971; SANTOS & RAO, 1998).

A histamina desempenha papel fundamental no processo inflamatorio através do
aumento da permeabilidade celular, pois se inicia a vasodilatacdo, desencadeada ao

ligar-se a receptores H1 das células endoteliais. No processo inflamatério o fator de
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maior relevancia é o feito ativador da histamina sobre a fosfolipase A2, enzima essa
responsavel pela formacéo de prostaglandinas (GOODMAN & GILMAN, 1996). Assim
como a histamina, a bradicinina é proveniente do sistema das cininas e tem como
caracteristica principal, o controle do tonus vascular (MORAIS et al., 1999). Ela
estimula também, a liberacdo do &cido araquiddnico, por meio da ativacdo da
fosfolipase A2, processo fundamental para a sintese da prostaglandina - E2 (PGE2) e
podem desencadear a producdo de mediadores da inflamacdo como IL-1 e TNF nas
células inflamatorias (GOODMAN & GILMAN, 1996). A sintese da prostaglandina E;
é iniciada com a ativacdo da proteina G que resulta na ativacdo da proteina quinase
dependente de GTP que promove a fosforilagdo do substrato protéico e ativacdo da
enzima fosfolipase A, desencadeando a elevacdo citosdlica do Ca®* e
conseqiientemente a liberacdo do araquidonato, precursor de sua produgdo (HILARIO,
2006).

Um dos principais sinais da inflamacdo é caracterizado pela formacdo do edema
ou o extravasamento do exsudato para o peritdnio, decorrente ao grande fluxo de
proteinas em direcdo ao intersticio, acdo essa proveniente desses mediadores da

inflamacao.

2.5 Cleome spinosa Jacq.

Consideradas até recentemente como correlacionadas, as familias Brassicaceae e
Capparaceae eram alvo de duvidas quanto a monofilia de Capparaceae, que foi
submetida inicialmente a um detalhado estudo a partir de anélises filogenéticas, a partir
de critérios de monofilia (habitat, folhas, flores, estames e frutos), e em sequéncia
obtencdo e analise dos dados de DNA encontrados em cloroplastos, comprovando-se
entdo a filogenia dessas duas familias de vegetal. Com os resultados obtidos, alguns
géneros de Capparaceae passarama integrar a familia Brassicaceae (HALL et al., 2002).

Atualmente, a familia Brassicaceae, compreende aproximadamente 4000
espécies distribuidas em 400 géneros, tendo resultado em funcéo da fusdo com a familia
Capparaceae, em um aumento significativo. Do ponto de vista econémico, a familia
Brassicaceae se destaca em funcdo da grande diversidade de espécies horticola, como

alcaparras, brocolis, couve de Bruxelas, repolho, couve-flor (MATTHAU e OZCAN,



20

2002; SARDI e TORDA, 2005). Do ponto de vista medicinal destacam-se espécies
como a Cleome spinosa Jacq. (Figura 1), popularmente conhecida como mussambé,
classificada até recentemente, como pertencente a familia Capparaceae, tendo sido
confirmado que pertence a familia Brassicaceae (HALL et al., 2002). Cleome spinosa é
uma espécie herbacea, com folhas inteiras ou mais freqlentemente compostas
(digitadas), alternas em geral com estipulas durante todo o ano, possui flores (C) pouco
vistosas de coloracdo branca, hermafroditas, ciclicas, hipoginas, diclamidias,
heteroclamidia. Os frutos (d) sdo 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 quando jovem e bege quando maduro; sua superficie externa é
rugosa com textura seca (PEREIRA et al., 2007).

FONTE: Arquivo pessoal

FIGURA 1 — Aspectos gerais de Cleome spinosa Jacq.: a — visdo geral do local da
coleta. b —aspecto geral da planta. ¢ — inflorescéncia. d — frutos.
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No Brasil, em media, as cinquenta espécies que integram a familia Brassicaceae,
encontram-se distribuidas nos seguintes géneros: Capparis, Cleome, Comonopus,
Crateva, Dactylaena, Lepidium e Morisonia (SOUSA, 2005). O género Cleome
compreende aproximadamente cento e cinquenta espécies formadas por plantas
herbaceas, arbustivas e arbdreas; sendo vinte e oito destas nativas e amplamente
distribuidas, em areas abertas. Estas plantas tém sido utilizadas pela populagdo como
medicinais e ornamentais (PEREIRA et al., 2007).

De acordo com o uso tradicional, espécies do género Cleome sdo utilizadas
como estimulantes, antiescorbutico, anti-helmintico, rubefaciente e vesicante, dentre
outros (BOSE et al., 2006). Outras espécies do género Cleome merecem destaque
guanto ao seu uso na medicina tradicional. Cleome rutidosperma D.C., arbusto nativo
da Africa, presentes também em regides tropicais da América e no sudeste da Asia. Seu
extrato aquoso apresentou atividade antibacteriana e diurética. Estudos fitoquimicos
preliminares com este extrato mostraram a presenca de taninos e saponinas, que Sao
associados a atividade antibacteriana observadas em plantas (BOSE et al., 2006; 2007).
Em outros extratos brutos foi possivel comprovar a atividade analgésica e motora
(diminuicdo da atividade locomotora), bem como a atividade laxativa e diurética do
extrato etandlico (BOSE et al., 2006; 2007). Cleome droserifolia Forssk, um arbusto
originario de desertos, os extratos cloroformico, etandlico e aquoso mostraram-se
eficazes na reducdo de indices glicEmicos. O extrato aquoso apresentou-se também
como diuréticos e antimicrobianos (EL-NAGAR et al., 2005; MOTHANA et al., 2010).
Outro exemplo é a Cleome viscosa L., erva encontrada na India, usada tradicionalmente
no combate & febre, inflamacGes, bronquite, diarréias, cicatrizante e antielmitico, além
de que tem sido reportado que seu extrato aquoso apresenta atividade analgésica (SING
e WEST, 1991)

No género Cleome destacam-se as seguintes classes de metabdlitos: alcaldides
(DELAVEAU et al.,, 1973); fenoxicoumarina (RAMACHANDRAN, 1979); Esterdides
glicosideos (SRIVASTAVA, 1982); triterpenos damaranos (AHMED et al., 2001); sais
de amdnio quaternarios (McLEAN et al 1996); flavondides (PELOTTO et al., 1998;
SHARAF et al., 200) e os diterpenos cembranos (COLLINS et al., 2004).
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O levantamento bibliografico de C. spinosa revelou apenas um estudo
fitoquimico com isolamento de diterpenos cembranos e flavondides (COLLINS et al.,
2004)

No Brasil, as folhas, flores e raizes de C. spinosa sdo utilizadas na medicina
tradicional. As folhas, ap0s maceracdo, sdo aplicadas sobre a pele e agem como
rubefacientes, o suco para a reducdo de otites supuradas e em infusdo sdo estomaquicas
e estimulantes do aparelho digestivo e eficazes no combate a leucorreia. Externamente,
a flor é utilizada na forma de tintura em inflamagdes e as raizes sdo eficazes no
tratamento de tosse e bronquites asmaticas (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 antibidticos
ampicilina e gentamicina. Candida albicans foi menos sensivel ao 0leo essencial. Os
Oleos apresentaram atividade inseticida moderada contra Cylas Formicarius
elegantalus, mas ndo possuia nenhuma atividade antioxidante (McNeil et al., 2010).

Ha muito tempo, 0 homem tem usado varios recursos destinados a evitar ou
combater as doengas, 0s quais levam a protecdo da vida e a defesa da saude, defendendo
0 seu interesse de viver. A especie Cleome spinosa ¢ uma planta muito utilizada na
medicina popular, existindo escassez de pesquisas cientificas que venham confirmar a
eficacia de sua utilizacdo tradicional e que realize um levantamento de seus metabélitos
secundarios para que possa ser correlacionados as atividades bioldgicas apresentadas.
Esse estudo vem contribuir na ampliacdo do conhecimento das atividades bioldgicas da
planta e sua interagdo com 0s micro-organismos, possibilitando a sintese de novos

farmacos.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antibacteriano in vitro e antinflamatério in vivo dos extratos

das raizes e folhas de C. spinosa.

3.2 Objetivos Especificos

v Obter os extratos em diferentes polaridades (ciclohexano, cloroformio, acetato de
etila, metanol) a partir de raizes e folhas sadias de C.spinosa;

v Determinar a concentragdo minima inibitéria dos extratos ciclohexanico,
cloroférmico, acetato de etila e metandlico das folhas e raizes de C.spinosa;

v Determinar a concentracdo minima bactericida dos extratos ciclohexanico,
cloroformico, acetato de etila e metandlico das folhas e raizes de C.spinosa;

v Avaliar a atividade anti-inflamatoria do extrato metandlico das folhas e raizes de

C.spinosa sobre peritonite;
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Avaliacdo do potencial antimicrobiano in vitro e anti- inflamatorio in vivo do extrato de

Cleome spinosa Jacq.

Ana Paula Sant’Anna da Silva, Marilene da Silva Cavalcanti*, Vera Licia de Menezes
Lima

Departamento de Bioquimica, *Departamento de Micologia, Universidade Federal de
Pernambuco, Rua Professor Nelson Chaves s/n, 50670-420 Recife, PE, Brasil

Abstract: this study has as the main objective to evaluate the antimicrobial
potential in vitro and the anti-inflammatory potential in vivo of the extracts of organic
fractions of the roots and leaves of C. spinosa. The antibacterial activity was performed
using the microdilution method for obtaining the minimal inhibitory concentration
(MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) of the extracts: cyclohexane of leaf
(CHEL), chloroform of leaf (CEL), ethyl acetate of leaf (EAEL), methanol of leaf
(MEL) cyclohexane of root (CHER), chloroform of root (CER), ethyl acetate of root
(EAER) and methanol of root (MER) against Gram-positive (Staphylococcus aureus
and Bacillus subtilis) and Gram-negative (Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa) bacteria. The test for anti-inflammatory activity was performed using MEL
and MER in the following concentrations: 100 mg, 150 mg and 200 mg; and the method
used was the Indution of peritonitis by carrageenan. The results showed that all extracts
presented antibacterial activity, especially against the Gram-positive bacteria S. aureus
with MIC of CHEL 0,09 mg/mL and MBC 0,19 ug/mL. Whereas against B. subtilis the
MIC of CHER and CER was 0,09 mg/mL and a MBC of 0,19 mg/mL. The MEL and
MER of C. spinosa exhibited anti-inflammatory activity at all concentrations tested
(100 mg/kg, 150 mg/kg and 200 mg/kg). The results showed that the extracts of the
plant species C. spinosa has shares constituents with antibacterial and anti-inflammatory
actions that may be considerable. Such results incite further experimental works in order

to identify substances responsible for these activities.

Key — words: Medicinal Plant, Antimicrobial, Activity anti-inflammatory
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Introducédo

Alguns estudos tém mostrado que 0 extrato bruto de outras espécies do género
Cleome apresentou atividade analgésica, laxativa, diurética e antibacteriana, e estudos
fitoquimicos preliminares desses extratos, puderam constatar-se a presenca de taninos e
saponinas, compostos que estdo relacionados a acdo antibacteriana, atividade obtida na
espécie Cleome rutidosperma (Bose et al., 2006;2007).

A Cleome spinosa Jacq., € uma espécie herbdcea que pertence a familia
Brassicaceae e ocorre nos tropicos e subtropicos dos hemisférios norte e sul e no
Mediterraneo. Suas folhas, flores e raizes sdo utilizadas na medicina tradicional em
processos inflamatdrios, cicatrizantes, tosse e bronquite asmatica. O estudo fitoquimico
realizado com as partes aéreas de C. spinosa foram detectados metab6litos secundarios
do tipo diterpenos cembranos e flavonoides (COLLINS et al., 2004). No entanto, estes
ndo foram analisados quanto as suas possiveis propriedades bioldgicas, que viesse
comprovar seu uso na medicina tradicional. Permanecendo assim escassas as
informagdes cientificas que comprovem a sua utilizagéo.

Com o aumento da resisténcia microbiana as mais diversas drogas, 0S
compostos naturais sdo de grande interesse cientifico por um papel altamente
significativo no desenvolvimento de novas drogas com perfil farmacologico. A C.
spinosa devido a escassez de informacgdes cientificas que comprovem a sua eficacia no
uso tradicional. Este estudo objetivou investigar as propriedades terapéuticas da referida
espécie contra micro-organismos patogénicos ao homem e processos inflamatérios,
contribuindo na ampliagdo do conhecimento de suas atividades biologicas e sua

interacdo com 0s micro-organismos, possibilitando a sintese de novos farmacos.

Materiais e Métodos

Material vegetal

As folhas e raizes de C. spinosa foram coletadas em outubro de 2011, as

margens do rio Capibaribe, no campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Uma amostra foi depositada no Herbario Geraldo Mariz do Departamento de Botanica
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do Centro de Ciéncias Bioldgicas na Universidade Federal de Pernambuco — CCB/
UFPE.

Obtencéo dos extratos

O material foi seco, moido e submetido a extracéo a quente 40° C (Soxhlet), para
obtencdo das fragbes organicas, com as seguintes polaridades: ciclohexanico,
cloroformio, acetato de etila e metanol, o concentrado foi transferido para evaporador
rotativo para total remocdo dos solventes, sob pressdo reduzida a 40° C, obtendo-se
assim os extratos: ciclohexano folha (ECHF), cloroférmio folha (ECF), acetato de etila
(EAF), metanol folha (EMF), ciclohexano raiz (ECHR), cloroférmio raiz (ECR), acetato
de etila raiz (EAR) e metanol raiz (EMR), os quais foram submetidos aos ensaios

bioldgico in vitro e in vivo.

Ensaio da atividade antimicrobiana

Micro-organismos Testes

Os micro-organismos utilizados para os teses antimicrobianos foram seis cepas
obtidas da Colecéo de Culturas UFPEDA, Departamento de Antibidticos, UFPE, sendo
guatro cepas de bactérias Gram-positivas e duas Gram-negativas. As Gram-positivas
foram Staphylococcus aureus - UFPEDA-02, Staphylococcus aureus- UFPEDA -709 -
isolada da ponta de cateter do Hospital das Clinicas da UFPE; Staphylococcus aureus -
UFPEDA -733 isolada de fragmento 6sseo (multiressistente) também obtidas do
Hospital das Clinicas da UFPE, Bacillus subtilis - UFPEDA-86. Enquanto que as duas
Gram-negativas foram Escherichia coli - UFPEDA-224 e Pseudomonas aeruginosa -
UFPEDA-416.

Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CM1) dos extratos

A CMI foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa de acordo com as

recomendacOes do National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS,
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2004). Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 po¢os de fundo chato e tampa nas
quais foram distribuidos assepticamente, 100 pL de caldo Mueller-Hinton em todos os
pocos. Os pogo da coluna 2 recebeu 10 pL de DMSO que ficou como controle do
solvente, os pogos da coluna 1 serdo o controle negativo e os pogos da coluna 12 o
controle positivo. Nos pocos da coluna 3 adicionou-se 100 pL dos extratos ECHF e
ECHR, ECF e ECR, EAF e EAR e EMF e EMR de C.spinosa na concentracdo de
100mg/mL (volume final em cada poco desta coluna foi 200 uL), e, em seguida, foram
feitas diluicbes seriadas transferindo-se 100 pl da coluna 3 até a coluna 11,
descartando os 100 uL restantes. Apos as diluicGes, foi preparada a solucdo bacteriana a
partir de uma cultura recente (24h) com turbidez de acordo com a escala 0,5 de Mc
Farland (1 x 108 UFC mlI*), 10 pL dessa solugdo foram adicionados nos pocos da
coluna 2 até os da coluna 12. As placas foram tampadas e incubadas a 37° C por 24
horas. Apos este periodo, adicionou-se em cada cavidade, 15 pL da solucdo aquosa de
resazurina a 0,01%, como indicador colorimétrico de oxi-reducdo para caracterizar a
viabilidade celular (KONEMAN et al., 2001). As placas foram mantidas a temperatura
ambiente 28° C + 2 ° C por quatro horas e apés esse periodo, a leitura foi realizada de
forma visual, observando a mudanga da cor azul (original da resazurina) para rosa,
caracterizando reducdo desse corante nos pogos onde havia viabilidade bacteriana; em
contrapartida, nas cavidades onde a cor permaneceu azul, ndo houve reducdo do
corante, indicando inviabilidade bacteriana; podendo-se desta forma determinar a CMI,
ou seja, a menor concentragdo de um produto capaz de inibir o crescimento microbiano
(BANFI; BURT & REINDERS, 2003; MANN & MARKHAM, 1998). Os antibi6ticos
padrdes clorafenicol, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina na concentragcdo de
Img/mL foram usados como referéncia para a CMI dos extratos frente aos micro-

organismos.
Determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida
A CMB foi determinada, a partir dos pogos que permaneceram azulados. Em

cada um desses pocos foi mergulhada a alca de platina e feita uma estria na placa de

Petricom meio s6lido Mueller-Hinton, ap6s a repicagem cultivou-se por 24h.



40

Atividade Anti-inflamatdria

Animais

Foram utilizados oito grupos com cinco camundongos Swiss machos com peso
medio de 40g, com 60 dias de vida, sendo fornecidos e mantidos no Biotério do LIKA -
UFPE. Os animais foram mantidos sob condicdes de temperatura de 22 °C + 3 °C, em
ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e racao ad libitum, exceto durante os
experimentos. Os animais foram mantidos no laboratorio por 1 hora antes da realizacéo
dos experimentos para aclimatacdo, sendo que os experimentos foram conduzidos de
acordo com o manejo experimental de animais de laboratério e normas para
investigacdo em animais conscientes. O ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica
Animais - Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco,
CEEA-CCB.

Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria — induzida por carragenina

Para esta avaliacdo, peritonite foi induzida a partir de uma injecdo de 0,1 ml de
carragenina (1% p/v) administrada intraperitoneal em cada camundongo (FOSTER et
al., 1986), meia hora depois da administracéo do farmaco, do veiculo e dos EMF e EMR
de C. spinosa nas concentragdes de 100mg, 150mg e 200mg. Quatro horas apos
estimulo os animais foram sacrificados em camara de CO,, e o liquido peritoneal
coletado foi utilizado para contagem de leucécitos,de forma automatizada (Horiba
ABX).

Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média e analisados,

através de analise de variancia (ANOVA).
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Resultados

O material botanico coletado, apds a extracdo mostrou que as folhas de C.
spinosa tiveram o melhor rendimento de extrato bruto, em relagdo as raizes. O extrato
metandlico foi o solvente que apresentou melhor redimento, tanto de folha quanto o de
raiz (Tabela 1).

Todas as fracdes dos extratos de folha e raiz de C. spinosa testados
apresentaram-se como potentes antibacteriano. Os extratos ciclohexanico e cloroférmio,
tanto de folhas como de raizes, apresentaram as menores CMI, bem como as CMB. Os
resultados mostraram que esses extratos foram especialmente eficazes contra as
bactérias Gram-positivas, conforme demonstrado na Tabela 2. A CMI do ECHF contra
S. aureus — UFPEDA foi de 0,09 mg/mL e CMB de 0,19 mg/mL, sendo este resultado
melhor que os apresentados pelos antibidticos de referéncia. Contra B. subitilis os
ECHR e ECR apresentaram CMI de 0,09 mg/mL e CMB de 0,19 mg/mL também foram
considerados bastante eficazes, sendo estes resultados semelhantes ao apresentado pela
tetraciclina e menor que os demais antibioticos utilizados como drogas referéncia no
tratamento das infeccBes causadas por micro-organismo. Contra as bactérias Gram-
negativas os ECF, EAF e EMF apresentaram CMI de 3,12 mg/mL, inferior ao
clorafenicol, e CMB entre 3,12 mg/mL e 12,5 mg/mL.

Cleome spinosa apresentou atividade anti- inflamatoria. Os extratos metanolicos,
tanto de folhas como de raizes, em todas as concentracfes testadas — 100mg/Kg,
150mg/Kg e 200mg/Kg — provocaram reducdo significativa do numero total de
leucéeitos no liquido intraperitoneal dos camundongos com peritonite, quando
comparados ao total de leucdcitos dos animais com peritonite tratados apenas com
solugdo salina, conforme demonstrado na Figura 1 (A e B). Convém mencionar também
que quando contrastados os resultados obtidos com a administracdo dos extratos de
Cleome spinosa com a reducdo obtida pelo anti-inflamatério comercial — &cido
acetilsalicilico (AAS) — no namero total de leucécitos do liquido peritoneal, verificou-se
que ndo houve diferenca estatistica entre o efeito anti-inflamatério da concentracdo de
100mg/Kg do extrato metanolico das folhas e a diminuicdo da resposta inflamatoria
causada pelo AAS, assim como nao diferiu estatisticamente a média reduzida do

namero leucocitario com o extrato metandlico das raizes na concentragdo de 150mg/Kg
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comparada com a media obtida com o uso do AAS. Com o0 aumento da concentracéo
dos extratos, verificou-se que ndo houve um efeito anti-inflamatério concentragéo-
dependente, pois ndo houve diferenca estatistica entre os valores de leucécitos totais no
liquido intraperitoneal, com exce¢do daqueles encontrados nos animais que receberam o
extrato metanolico da raiz na concentracdo de 100mg/K g, pois este grupo de animais foi
0 que apresentou maior numero de leucocitos, ou seja, menor reducdo da resposta

inflamatdria em comparagdo com os resultados obtidos com as outras concentracoes.

Discussao

Espécies vegetais continuam a representar fontes de inimeras drogas e estudos
relacionados a investigacdo de propriedades terapéuticas exibidas por estas constituem-
se em importante ferramenta para esclarecimento cientifico. Assim uma espécie pode
ser analisada quanto aos seus constituintes quimicos obtidos em diferentes situacdes.

Extratos ciclohexanico, cloroférmico, acetato de etila e metandlico das folhas
de C. spinosa apresentaram-se como potentes antibacterianos, contra todas as bactérias
testadas. Extrato ciclohexano CMI entre de 0,09 mg/mL e 12,5 mg/mL e CMB entre
0,19 mg/mL e 25 mg/mL, tendo sido o melhor extrato com atividade antibacteriana. Em
sequéncia o extrato cloroférmico apresentou CMI entre 0,78 mg/mL e 25 mg/mL e
CMB entre 1,56 mg/mL e 50 mg/mL. Os extratos ciclohexanico, metandlico,
cloroférmico e acetato de etila das raizes de C. spinosa também apresentaram atividade
antibacteriana contra todas as bactérias testadas, sendo os melhores resultados também
observados para os extratos ciclohexanico e cloroférmico, os quais apresentaram CMI
entre de 0,09 mg/mL e 12,5 mg/mL e CMB entre 0,19 e 50 mg/mL. Os resultados
também mostraram que esse extratos de C. spinosa foram especialmente eficazes contra
as bactéria Gram-posotivas. O extrato ciclohexanico da folha contra S.aureus —
UFPEDA 02 apresentou valores de CMI e CMB de 0,09 mg/mL e 0,19 mg/mL
respectivamente, sendo resultado melhor que os apresentados pelos antibidticos
utilizados como referéncia. Os extratos ciclohexanico e cloroférmico da raiz contra B.
subitilis, com os valores de CMI e CMB de 0,09 mg/mL e 0,19 mg/mL
respectivamente, também foram considerados bastante eficazes, sendo esses resultados

semelhantes ao apresentado pelo antibiético Tetraciclina. E melhores que os
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apresentados pelos demais antibidticos como drogas de referéncia no tratamento das
infecgOes causadas por estes micro-organismos (Tabela 2),visto que os valores de CMI
observados frente a maior parte dos micro-organismos teste utilizados nesse estudo
foram inferiores a 500 pg/mL, e de acordo com Duarte et. al. (2007) produtos naturais
sdo considerados potentes inibidores da atividade microbiana com valores de CMI
menores que 500 pg/mL.

Foi relatado que entre outras espécies do género Cleome como na Cleome
rutidosperma a atividade antibacteriana do seu extrato aquoso contra Staphylococus
aureus, Streptococus faecalis, Pseudomonus aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumaniae, Escheichia coli. (EL-NAGAR et al., 2005; MOTHANA et al., 2008), e
estudos fitoquimicos deste extrato mostrou a presenca de taninos e saponinas, que estdo
associados a atividade antibacteriana observadas em plantas (BOSE et al., 2006; 2007).
Outros estudos, tém relacionado a atividade antimicrobiana de fontes naturais com a
presenca de uma classe de compostos abundante em espécies vegetais, os chamados
compostos fenodlicos (MAJHENIC et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009; MAIER et
al, 2009; RUDDOCK, 2011; JAISWAL, 2012). O potencial antimicrobiano
apresentado nesse estudo pelos extratos das folhas e raizes de C. spinosa pode estar
relacionado com a presenca desses metabdlitos, uma vez que ja foi constatado nesta
espécie a presenca de flavonoides (COLLINS et al., 2004).

A resposta inflamatoria de fase aguda € um processo rapido que o organismo
desencadeia como mecanismo de defesa a danos provocados por algum agente, apds
reconhecimento dos epitopos, segundo DALPRA et al. (2011). Peritonite aguda ocorre
com recrutamento de leucécitos para a cavidade intraperitoneal e a quantificacdo do
namero de leucocitos no liquido intraperitoneal funciona como um indice importante
para a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio, conforme CASTELUCCI et al., (2007).
O presente estudo, apos a criacdo de um modelo animal com peritonite aguda através da
carragenina, mostrou uma reducdo significativa do nimero de leucdcitos presentes no
liquido intraperitoneal apds a administracdo dos extratos metandlicos, tanto de folhas
como das raizes de C. spinosa, demonstrando assim o potencial anti-inflamatorio deste
vegetal, que deverd ser melhor explorado, haja vista a inexisténcia de estudos
relacionados a este tipo de investigacdo sobre C. spinosa. Propriedades anti-
inflamatdria, conforme reportado por BOURICHE et al.,(2003), assim como MAYER
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et al., (2009), podem ser atribuidas aos compostos fendlicos presentes nos vegetais,
especialmente flavonoides, e que estes compostos ainda podem atuar de forma
citoprotetora, como citado por DALPRA et al, (2011). Estes autores tambem
mostraram que extratos metandlicos podem ser melhores para se detectar a presenca de
atividade anti-inflamatoria por possuirem uma maior concentracdo de compostos
polares que outros solventes organicos.

As trés concentragdes testadas ( 100mg/Kg, 150 mg/Kg e 200 mg/K g), tanto de
folhas como das raizes de C. spinosa tiveram efeito anti-inflamatdrio e se excetuando a
concentracdo de 100 mg/Kg de raizes e a de 200 mg/Kg de folhas, pode-se evidenciar
que todas as outras concentracdes desencadearam resposta anti-inflamatéria similar a
obtida com a administracdo do &cido acetilsalicilico 500mg/Kg. Para os extratos das
raizes, a melhor concentracdo foi a de 150 mg/Kg, ndo sendo necessaria uma
concentracdo maior, como a de 200 mg/Kg, para haver um melhor efeito anti-
inflamat6rio. Quanto aos extratos das folhas de C.spinosa uma concentragdo de 100
mg/Kg ja provocou um processo anti-inflamatério que ndo diferiu em relacdo oas
grupos de animais que receberam concentracdes maiores do extrato. Isto mostra que o
potencial anti-inflamatério dos extratos metandlicos de C. spinosa ja pode ocorrer
similarmente ao de uma concentragdo superior, 500 mg/Kg, do acido acetilsalicilico,
apresentando-se como possiveis alternativas terapéuticas eficazes para o0
desenvolvimento da inflamagé&o, caso esta passe a atuar de forma exacerbada.

Propriedades anti- inflamatorias também tém sido reportada por outras espécies
de plantas do género Cleome, o que corrobora com a presente investigacdo.
BOURICHE et al., (2003) encontraram atividade anti-inflamatério para a Cleome
arabica ap6s desencadeamento de inflamacgdo induzida por carragenina. Extratos de
folhas de C. arabica foram administradas nas concentraces de 10, 200 e 300 mg/Kg
provocaram diminuicdo de edema e migracdo leucocitaria, de uma forma dose-
dependente, divergentemente dos resultados do presente estudo utilizando-se extrato de
C. spinosa os quais com concentra¢do de 100 mg/Kg e 150 mg/Kg ja foram suficientes
para provocar reducbes bastante significativas do processo inflamatério.HARRAZ e
AYAD (1994) mostraram o potencial anti-inflamatério de Cleome amblyocarpa. BOSE
et al, (2007) contatam que o extrato etandlico, das partes aéreas de Cleome

rutidosperma nas concentraces de 200 mg/Kg e de 400 mg/Kg, administrado via oral,
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produziu, além do efeito analgésico e atividade antipirética,um importante efeito anti-
inflamatorio contra inflamacdo induzida também por carragenina. BOSE (2007)
também confrontaram os resultados da atividade anti-inflamatéria de C. rutidosperma
com os obtidos por &cido acetilsalicilico, via oral, na concentragdo de 200 mg/K g.
Acredita-se que as plantas do género Cleome possa atuar como anti-
inflamatorios por inibirem a liberacdo de mediadores da resposta inflamatoria aguda,
tais como histamina, serotonina e bradicinina conforme reportado por (Bose et al.,
2006). Também acredita-se que 0s extratos dessa planta possam apresentar alguma
influéncia sobre a biossintese das prostaglandinas, podendo intervir na segunda fase da

resposta inflamatdria aguda, segundo (BOSE et al., 2007)
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Tabela 1: Rendimento em gramas dos extratos de Cleome spinosa.

Material Rendimento

Botanico Pesoseco ECH EC EA EM
Folha 200g 7,549 4309 5,629 12,47g
Raiz 2009 0,769 0,549 0,20 6,729

ECH= Extrato ciclohexanico; EC = Extrato cloraférmico;
EA = Extrato acetato de etila; EM= Extrato metandlico
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Tabela 2. Minima Concentracdo Inibitéria (MIC), minima concentracdo bactericida (MBC) e minima concentracdo fungicida (MCF) dos
extratos das folhas e raizes de C. spinosa, expressas em pg/mL.

Micro-organismos Teste

Material testado S.aureust S. aureus? S. aureus? B. subitilis E. coli P.aeruginosa
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
ECHF 009 019 3,12 25 078 625 019 312 1250 25 6,25 6,25
ECF 078 156 625 125 125 625 156 50 25 25 312 625
EAF 3,12 50 625 125 125 625 156 156 625 125 312 125
EMF 6,25 * 12,5 * 12,5 * 6,25 625 125 50 312 3,12
ECHR 078 125 6,25 * 12,5 * 009 019 125 50 6,25 *
ECR 019 312 312 125 312 625 009 0,19 125 * 6,25 50
EAR 156 125 625 * 125 078 078 125 50 125 *
EMR 6,25 50 25 * 25 * 312 312 125 25 12,5 *
Farmaco de
referéncia
Clorafenicol 3,12 0,39 6,25 1,56 0,78 6,25
Estreptomicina 6,25 6,25 3,12 0,78 3,12 0,78
Tetraciclina 1,56 0,09 0,09 0,09 0,09 1,56
Gentamicina 1,56 0,19 12,5 12,5 0,19 0,09
* Ndo matou.
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Figura 1. Contagem de leucoOcitos totais peritoneais de ratos estimulados com
carragenina, dos extratos metandlicos das folhas (A) e raizes (B) C. spinosa, AAS
comparados entre sie com o grupo controle tratado solucédo salina a 0,9%.
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6. CONCLUSAD
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De acordo com o presente estudo, 0s extratos ciclohexanico e cloroformico das
folhas e raizes apresentam resultados promissores, o que instigam a realizacdo de novos
estudos com esta espécie vegetal para a determinacdo de substancias presentes no

extrato, as quais contribuem para a atividade bioldgica,

Este estudo provém evidéncias de que extratos metandlicos em concentracdes de
100 mg/Kg e 150 mg/Kg das folhas e raizes, respectivamente, de C. spinosa possam
apresentar compostos com atividade anti-inflamatdria suficientes para dar suporte ao
uso desta planta na medicina popular, bem como para a investigagdo de um novo
farmaco anti-inflamatério proveniente de  C. spinosa.E para entender seu mecanismo
de acdo e avaliar através de outros ensaios sua toxicidade, visando uma possivel

aplicagcdo farmacéutica.



54

F. ANEXDS
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

The manuscript should be prepared using standard word processing
software and should be printed (font size 12) double-spaced
throughout the text, figure captions, and references, with margins of
at least 3 cm. The figures should come in the extension tiff, with a
minimum resolution of 300 dpi. Tables and legends to figures must
be submitted all together in a single file. Figures, must be uploaded
separately as supplementary file.

The manuscript should be arranged in the following order:
Running title: with up to 40 characters (letters and spaces)
Title: with up to 250 characters

Author's names: without titles or graduations

Institutional affiliations: full address of the corresponding author
only

Summary: up to 200 words (100 words in case of short
communications). It should emphasize new and important aspects of
the study or observations.

Key words: 3-6 items must be provided. Terms from the Medical
Subject Headings (Mesh) list of Index Medicus should be used.

Sponsorships: indicating the sources of financial support and
change of address.


http://memorias.ioc.fiocruz.br/instructions-to-authors
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Introduction: should set the purpose of the study, give a brief
summary (not a review) of previous relevant works, and state what
new advance has been made in the investigation. It should not
include data or conclusions from the work being reported.

Materials and Methods: should briefly give clear and sufficient
information to permit the study to be repeated by others. Standard
techniques need only be referenced.

Ethics: when reporting experiments on human subjects, indicate
whether the procedures followed were in accordance with the ethical
standards of the responsible committee on human experimentation
(institutional or regional) and with the Helsinki Declaration of 1975,
as revised in 1983. When reporting experiments on animals, indicate
whether the institution's or a national research council's guide for, or
any national law on the care and use of laboratory animals was
followed.

Results: should be a concise account of the new information
discovered, with the least personal judgement. Do not repeat in text
all the data in the tables and illustrations.

In case of describing New Species, should follow:

Name of the new species, authors (when it is the case), sp. nov.,

(Figs X-Y)
[Ex: An. (Nyssorhynchus) atacamensis Gonzalez and Sallum, sp.

nov. (Figs 1-4)]

Previous reference to the new species (when it is the case)
[Ex: An. pictipennis of Rueda et al. (2008): 448.]

Diagnosis (or Description; all stages are described);
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Type host (when it is the case);

Site of Infection (when it is the case);
Type-locality;

Type data and depository;

Other material examined (when it is the case);
Distribution;

Host-parasite data (such prevalence and other important data, when
it is the same case);

Bionomics;
Etymology;
Taxonomic discussion (or simply DISCUSSION as internal title).

Discussion: should be limited to the significance of the new
information and relate the new findings to existing knowledge. Only
unavoidable citations should be included.

Acknowledgements: should be short and concise, and restricted to
those absolutely necessary.

REFERENCES

Must be accurate. Only citations that appear in the text should be
referenced. Unpublished papers, unless accepted for
publication, should not be cited. Work accepted for
publication should be referred to as "in press" and a letter of
acceptance of the journal must be provided. Unpublished data
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should only be cited in the text as "unpublished
observations"”, and a letter of permission from the author must
be provided. The references at the end of the paper should be
arranged in alphabetic order according to the surname of the
first author. CLICK HERE [+]

Figures: presented in tiff format with a minimum of 300 dpi and
photographs must be sharply focused, well contrasted, and if
mounted onto a plate, the figures should be numbered consecutively
with Arabic numbers. Magnification must be indicated by a line or
bar in the figure, and referenced, if necessary in the caption (e.g.,
bar = 1 mm). Plates and line figures should either fit one column (8
cm) or the full width (16.5 cm) of the page and should be shorter
than the page length to allow inclusion of the legend. Letters and
numbers on figures should be of a legible size upon reduction or
printing. A colour photograph illustrates the cover of each issue of
the Journal and authors are invited to submit illustrations with
legends from their manuscript for consideration for the cover.

Tables: should supplement, not duplicate, the text and should be
numbered with Roman numerals. A short descriptive title should
appear above each table, with any explanations or footnotes
(identified with a, b, c, etc.) below.

Technical Notes: Technical Notes should communicate rapidly
single novel techniques or original technical advances. The entire
note should occupy no more than three printed pages including
figures and/or tables (it means around 10 double-spaced typed
Word file maximum). The text must not be not divided into sections.
Therefore, the state of art must be very briefly presented; results
must be rapidly presented and discussed at a time. Complementary
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tables and figures may be published as supplementary data.
References must be limited to few essential ones and cited at the
end of the note, using the same format as in full papers. A brief
summary and three key words must be provided.

Short communications: should communicate rapidly single results
or techniques. They should occupy no more than three printed
pages including figures and/or tables. They should not contain
excessive references. References should be cited at the end of the
paper using the same format as in full papers. A brief summary and
three key words must be provided.

Genome Announcement and Highlights: this section is dedicated
to publish new genome information from eukaryote parasites, virus,
bacteria and their respective vectors. Authors who wants a fast peer
review and publication cycle for their research results covering new
genome sequences, re-sequencing and comparative genome
analysis as well as the expression pattern of genomes are invited to
submitted papers under the short communication format.

Alternative format: manuscripts may be submitted following the
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals" produced by the International Committee of Medical
Journal Editors also known as the Vancouver Style. In this case,
authors should follow the guidelines in the fifth edition (Annals of
Internal Medicine 1997; 126: 36-47, or at the website
http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/ntm) and will be
responsible for modifying the manuscript where it differs from the
instructions given here, if the manuscript is accepted for publication.
Authors should also follow the Uniform Requirements for any
guidelines that are omitted in these Instructions.
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In case of clinical trials it’'s mandatory to inform the registration
number of the REBEC platform.

A statement that the datafresults of the manuscript are not
plagiarism and have not been published elsewhere.



