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RESUMO

Acanthospermum  hispidum tem suas raizes empregadas no
tratamento da asma, fazendo parte da formulagdo de um xarope,
prescrito como antiasmatico, nos postos de satde da Prefeitura de
Olinda, desde o final da década de 80. O rapido sucesso do produto
apontou para a necessidade de aprofundamento dos conhecimentos
sobre esta espécie vegetal. Atualmente, além dos diversos programas
para uso de plantas medicinais, em muitos municipios, é possivel
encontrar no comércio especializado em produtos naturais, algumas
formula¢des manipuladas com esta espécie que, no entanto, ndo
atendem as exigéncias minimas da legislacdo, no que diz respeito ao
controle de qualidade, comprovacdo da eficdcia e seguranca. Este
trabalho, através de metodologias usuais, realizou uma abordagem
Farmacognéstica, da Atividade Bioldégica, além de wuma Avaliacdo
Farmacotécnica do xarope. Os resultados obtidos permitem a
caracterizacdo farmacobotanica, por meio da diferenciacdo entre A.
hispidum e A. australe, ambas de ocorréncia na regido; a determinacao do
perfil fitoquimico; o isolamento e identificacdo de dois esterdides
passiveis de serem wusados como marcadores fitoquimicos; a
comprovagdo da atividade antiinflamatéria pulmonar, permitindo, além
disso, um avang¢o na determinacdo de um método de doseamento para o

controle de qualidade de fitoterapicos, a partir da matéria-prima.

Palavras-chave: Acanthospermum, Espinho-de-cigano, plantas medicinais,
fitoquimica, esterdides, antiasmatico.
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ABSTRACT

The root of Acanthospermum hispidum are used to treat asthma,
been part of the syrup recommended as anti-asthmatic in health centers
of the City Hall of Olinda since the end of 80’s. The rapid success of this
product showed to the necessity of a development of the knowledge
about this specie. Nowadays, besides several projects for use of
medicinal plants in many cities, it is possible to find in the commerce
specialized in natural products, some formulations manipulated with
this specie, which, however, do not pay attention to the least demands
of the legislation, what concerns the quality control and proof of the
efficiency and security. This study used common methodologies to
evaluate the Pharmacognosy, the Biological Activity and the
Pharmacotechnique Development. The results permit to characterize the
pharmacobotany, through the identification of differences between A.
hispidum and A. australe, both occurring in the same region. It is also
possible to determine the phytochemical profile, to isolate and to
identify the substances capable to be used like phytochemical markers,
useful to evaluate the pulmonary anti-inflammatory activity. It allowed
advancement in the determination of a method to attribute doses for the

quality control of a phytoterapic product from the raw material.

Kay word: Acanthospermum, medicinal plants, steroids, phytochemistry,
anti-asthmatic.
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CAPITULO I

INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

Buscando o didlogo e a integracdo com o saber popular, bem como
identificar os recursos utilizados pela populacdao na resolucao de seus
problemas de satde, em 1983, a Secretaria de Satde da Prefeitura da
cidade de Olinda iniciou seu programa de “medicina caseira”, tentando
ainda selecionar um elenco de plantas e seus modos de preparo, para
um uso mais seguro.

O que a principio seria apenas um registro etnolégico, logo se
transformou no primeiro programa de utilizacdo de plantas medicinais
em servico publico, no Brasil.

No Estado de Pernambuco, o Espinho-de-cigano, como é conhecido
popularmente o Acanthospermum hispidum, tem o emprego de suas
raizes, entre outras indicacoes, para o tratamento da asma, passando a
ser usadas na forma de xarope, prescrito como antiasmatico nos postos
de saude da Prefeitura de Olinda, desde o final da década de 80. O
sucesso do produto, em pouco tempo, apontou para a necessidade de se
aprofundar os conhecimentos sobre aquele vegetal.

Conforme constatado por Aratjo et al. (2002), atualmente, fora do
ambito dos diversos programas para uso de plantas medicinais de
muitos municipios, é possivel encontrar, também, no comércio
especializado em produtos naturais, algumas formula¢des manipuladas
com esta espécie vegetal que, no entanto, ndo atendem as exigéncias
minimas da legislacdo, no que diz respeito ao controle de qualidade, a
comprovagdo da eficicia e da seguranca (ANVISA, 2004), se
reconhecendo que, muitas vezes, ndo tem sido possivel atender as tais
exigéncias, nos casos de produtos adaptados do bulario popular. Apesar

do uso consagrado estes, ndo raro, continuam sem a comprovacao da
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eficicia ou da seguranca, submetendo seus usudrios a riscos
imprevisiveis.

S6 em 1988, através de convénio firmado com a UFPE e
financiamento do Finsocial do BNDES, foram possiveis os primeiros
estudos envolvendo a espécie, proporcionando mais seguranga, e
adequacdao da sua foérmula, inicialmente popular, para a atual
apresentacdo farmacéutica encontrada.

A importancia de se buscar outras opgdes terapéuticas para o
tratamento da asma deve-se ao fato de que mesmo que nos ultimos anos,
se constate um grande avan¢o no seu tratamento em relagdo ao
desenvolvimento de novas drogas, este aumento de conhecimento, nao
causou um impacto proporcional na morbidade da doenca, mostrando
inclusive uma tendéncia a aumentar a prevaléncia, mesmo nos paises
mais desenvolvidos, que a torna uma das doencas mais incidentes na
infancia. Sua prevaléncia mundial (ntmero de criangas acometidas)
varia de 1,6% na Indonésia a 36%, no Reino Unido, estando o Brasil
situado na faixa dos 13%, com 20% no Recife (RIZZO & PITANGA,
2004). Este quadro representou para o Brasil, no ano de 2004, duzentos
mil internamentos na faixa etiria abaixo dos 14 anos, com 3 mil mortes
(STEIN, 2006) e com uma incidéncia de readmissao hospitalar em 65%
dos casos (LASMAR, 2006). Sua importancia resulta, também, de ser
esta, uma doenca que compromete muito a qualidade de vida, limitando
a capacidade corporal e sendo causa significativa de absenteismo no
trabalho ou na escola. Entre os adultos representa, também, um
importante problema, pois freqlientemente seu controle ¢é dificil,
podendo estar associado a outras baixas condi¢des de saude, tornando a
situacdo clinica global do paciente mais grave (GOODMAN &
GILMAN'’S, 2006).

Assim, este trabalho buscou, antes de tudo pesquisar, de maneira

objetiva, uma planta consagrada popularmente, apresentando
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informacdes que possam contribuir para o seu uso mais criterioso, do
ponto de vista do método cientifico.

A disposi¢do dos capitulos seguiu a seqiiéncia de abordagem para
Caracterizacao/lIdentificacdo (Farmacognosia), Estudo de Atividade
Biolégica e Farmacotécnica, estando todas as metodologias numa tnica
seccdo (Capitulo 7) o que oferece um fluxo de leitura mais dindmico, no
que diz respeito a resultados, principalmente tendo em vista a
interdisciplinaridade do trabalho. A elaboragdo do roteiro e redacgao
desta tese foi baseada num artigo de Pontes et al (2005), sobre a

confeccao de trabalhos académicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar  Acanthospermum  hispidum  (Asteraceae), fornecendo
resultados para uma padronizacdo farmacogndstica, com avaliacdo da

atividade biolégica e a avaliacdo farmacotécnica de um xarope.

2.2. Especificos

2.2.1. Estudar Acanthospermum hispidum no enfoque farmacogndéstico

(farmacobotéanico, farmacoquimico e farmacoergastico);

2.2.2. Analisar comparativamente os caracteres anatomicos e histoquimicos
das duas espécies de Acanthospermum que ocorrem no Estado de
Pernambuco;

2.2.3. Isolar e elucidar possiveis marcadores quimicos deste vegetal;

2.2.4. Determinar a atividade biolégica na arvore bronquica;

2.2.5. Realizar estudo comparativo entre os produtos existentes no

comércio com A. hispidum;

2.2.6. Otimizar forma farmacéutica ja existente do xarope.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. ASPECTOS BOTANICOS

O conhecimento da sinonimia popular da espécie, em uma

abordagem antropolégica, deve ser a primeira etapa da investigacao de
uma planta, independente do tema de estudo. Isto se justifica pelo fato
na maioria dos casos,

de que, estas plantas,

de

conforme a regido,

apresentarem uma imensa variedade nomes devidos a acgao

observada ou algum detalhe morfolégico ou anatomico observados.
Neste sentido, a atualizacdo bibliogréafica, acerca de Acanthospermum

hispidum mostrou a existéncia de intmeras citagdes, as quais estdo

apresentadas no Quadro 3.1, juntamente com as referéncias

bibliograficas e, quando possivel, a regido ou pais de origem.

Quadro 3.1. Nomes Populares de Acanthospermum hispidum.
Nomes Referéncias
No Brasil
Amor-de-negro (MG), Benzinho (MG), Cabega-de-boi (CE), ARANHA,1972;
Camboeiro (CE), Carrapicho-de-carneiro, Carrapicho-rasteiro BRAGA, 1976;
(BA), Chifre-de-carneiro (PR), Chifre-de-veado (PR), BRANDAO, 1986-1;
Comboeiro (PE), Espinho-de-agulha, Espinho-bravo, COIMBRA, 1994;
Espinho-de-carneiro, Espinho-de-cigano (PE), Federacao ou CORREA,1978;
Federal (PE), Maroto (MG), Mata-pasto, Picdo-da-praia, COSTA, 1941;
Poejo-da-praia, Retirante (CE). LORENZI, 1982;

MATOS, 1997.

Em lingua inglesa:
Bristly-Starbur, Goat’s-head,
cockspur, Upright-starbur,

Star-burr Slingshot, Texas-

Outros Idiomas

Natural Resources
Conservation Service,
2005;

Cacharro; Carrapichno; Carrapicho rasteiro (CO); Chinna- CORREA,1978;
Palleru; Corona-de-la-reina (ES); Cuagrilla; Cujarilla (AR); HORTIPLEX
Dagunr6 (Para-guerra em jéje-nagd); Espinoso (BO); Espuela- DATABASE, 2005;

de-Caballero; Estrella (BO); Gandhichedi; Gokhura; Guagrilla

Natural Resources

(AR); Gurkul-Kanta; Herbe-tricorne (Mauritius); Hurab- Conservation Service,
Elhowsa; Jiina-ia-kawaida (leste da Africa); Kaandhi-thala 2005; MS
(Malésia); Kasinyawo (Nigeria); Kattu-neinji (India); Mala- SWAMINATHAM
mujer (Rep Dom); Ovesha Ca-a; Pecado-Mortal; Saroto RESEARCH
(India); Sraha-Nsoe; Tacuc (BO); Toro-rati (Paraguai); Torito FOUNDATION, 2005.

(AR); Yerba-del-Pecado-Mortal.
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Os nomes que compdem o bindmio Acanthospermum hispidum
derivam das palavras gregas, dkanthos e sperma, respectivamente,
espinho e semente (CUNHA, 1982). O epiteto hispidum tem origem latina,
identificando o aspero, de pélo hirsuto (SARAIVA, 2000). No conjunto, a
classificagdo definiria uma espécie hirsuta, com sementes guarnecidas
de espinhos.

Asteraceae (Dumortier 1822 nom. conserv.), em compéndios
antigos ainda é referida como Compositae, constituindo a maior familia
das angiospermas (CRONQUIST, 1981; BARROSO et al. 1996), com mais de
1.500 géneros e cerca de 25.000 espécies reconhecidas (ICBN, 2005), o que
representa 10% da flora mundial (BREMER, 2001), ja denotando seu
enorme poder de adaptagdo. No Brasil, esta representa por cerca de 180
géneros (BARROSO, 1991). Apesar de 98% de suas espécies serem
constituidas de plantas de pequeno porte, inclui também subarbustos,
trepadeiras e, excepcionalmente, arvores. Sua principal caracteristica
sao as flores reunidas em capitulos (JOLY, 1987, BARROSO, 1991).

Acanthospermum (Schrank. Pl. Rar. Hort. Monac. 53, 1819)
(ARANHA et al. 1972), estd constituido por plantas anuais, herbaceas,
eretas ou prostradas. As folhas sao simples, opostas, com bordas
inteiras ou serreadas e inflorescéncia axilar ou terminal, de flores
amareladas. O fruto é um aquénio, oblongo, com cerdas persistentes e
rijas.

Apesar da sinonimia cientifica extensa (cf. Quadro 3.2), o binémio
valido da espécie em estudo é: Acanthospermum hispidum DC Prodr. 5:

522, 1836 (Asteraceae).
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Quadro 3.2. Sinonimia cientifica de Acanthospermum hispidum

Classificacgao

Referéncia
Acanthospermum hispidum DC, ARANHA, 1972; IPA, 1997.
Acanthospermum acanthioides DC COIMBRA, 1942.
Acanthospermum brasilium CORREA, 1978; CRUZ, 19¢4
Acanthospermum humile var. hispidum (DC) Kuntze, 1891  VIA RURAL 2007
Acanthospermum humile Eggers QORREA, 1978, LORENZI, 1982
A. humile (Sw.) DC. VIA RURAL, 2007
Acanthospermum xanthioides CORREA, 1978, LE COINT, 1947
Melampodium humile Sw VIA RURAL, 2007

Acanthospermum hispidum é uma planta anual, ereta, com caule e
folhas densamente pubescentes, atingindo até 1m de altura. Tem sistema
radicular ramificado, apresentando uma raiz principal com até 20 cm de
comprimento. Este conjunto desprende aroma suave, caracteristico,
levemente adocicado. O caule estd ornado com pélos delgados, com
tolhas de sabor amargo, simples e opostas, medindo em média 6 x 3 cm.
As inflorescéncias sdo axilares, em capitulos, com pequenas flores
amarelas. Os frutos sdao do tipo aquénio, de forma triangular,
compridos, recobertos por cerdas irregulares, lhe conferindo varios
outros nomes populares, entre os quais, carrapicho-de-carneiro ou
carrapicho-de-trés-pontas (ARANHA et al. 1972; CORREA, 1978; LORENZI,
1982; COIMBRA, 1994) (cf Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Acanthospermum hispidum, individuo adulto: (a) planta com
dois meses de cultivada; (b) inflorescéncia; (c) frutos e (d) raiz.

Stuessy (in SEAMAN, 1980) realizou duas revisdes da subtribo
Melampodiinae, em 1973 e 1977; no segundo estudo redistribuiu os géneros.
Em 1979, Bohlmann propo6s a utilizagdo de sesquiterpenolactonas para a
identificacdo da tribo Heliantheae, como um marcador quimiotaxondémico.
As lactonas sesquiterpénicas tém, assim, uma indiscutivel importancia
taxiondmica para Asteraceae, onde cerca de novecentos destes
compostos ja foram identificados, alguns apresentando atividades
antiparasitdria, antibidtica e anticancerigena (BRUNETON, 1991; EVANS,
1996).

Outra espécie de Acanthospermum, de uso bastante difundido e
ocorréncia mais comum no Brasil, A. australe é conhecida por varios
nomes populares comuns para A. hispidum (carrapichinho, carrapicho-
de-carneiro, carrapicho-rasteiro, etc.), o que pode levar ao uso indevido

pela populacdo. As duas principais espécies (A. australe e A. hispidum)
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sao infestantes de lavouras, e, em diversas regides, tém as mesmas

indicagdes medicinais (LORENZI, 1982; LORENZI & MATOS, 2002).

3.2. OCORRENCIA

No inicio da colonizagdo do Brasil nao foram raras as espécies
trazidas por europeus e africanos, aqui aclimatadas e incorporadas ao ja
rico acervo do nosso patrimdnio vegetal. Da mesma forma, outras
espécies foram levadas para fora, muitas vezes de forma involuntaria, a
exemplo do préprio Acanthospermum, cujas sementes sdo aderentes a
roupas ou pélos de animais, estando hoje dispersa em diversos paises de
outros continentes. Este fato foi relatado em 1941, por Costa, citando
Freire Alemao sobre a introducao de Acanthospermum no Ceard, em 1845,
recebendo o nome de “retirante”, provavelmente por ter acompanhado a
migracdo das populacdes, que fugiam da seca.

Apesar de pantropical (MENUT et al. 1995), a espécie tem sua origem
atribuida a América Central e Meridional (BRAGA, 1976), ocorrendo no
Brasil, desde o Piaui ao Rio Grande do Sul (BRAGA, 1976; CORREA, 1978).
Provavelmente, a partir da América do Sul foi introduzida na India
(NAIR et al. 1985) e Africa (SUMMERFIELD & SAALMULLERA, 1998). Em
decorréncia de seu carater invasor de culturas tem sido relatada em
muitos trabalhos, pelo Brasil afora, desde as lavouras de trigo no Estado
de Minas Gerais (mesmo que ali A. australe seja a espécie predominante)
(CUNHA et al. 1985; BRANDAO et al. 1986-1), até as areas urbanas litordneas
do municipio do Rio de Janeiro (BRANDAO et al 1986-2), com menor

presenca no Norte e Noroeste (cf. Figura 3.2).
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Figura 3.2. Distribuicdo geografica de Acanthospermum hispidum. (adaptado de
LORENZI, 1982).

Em Pernambuco, ocorre predominantemente no litoral, tendo sido
detectada, também, no Agreste e Sertdo, incluindo Caruaru, Belo Jardim,
Buique, Sertanea, Ouricuri, Betdnia, Parnamirim e Petrolina (TABARELLI

& SILVA, 2002).

3.3. ASPECTOS AGRONOMICOS

Embora A. hispidum seja focalizada, principalmente, como uma
espécie invasora de culturas, nos dltimos anos, a partir do sucesso do
xarope produzido com este vegetal nos servigos publicos de vaérias
prefeituras, surgiu a necessidade de oferta de matéria-prima durante
todo o ano, o que levou ao seu cultivo, uma vez que sua ocorréncia
espontanea se restringe ao periodo das chuvas.

Empregando cromatografia em camada delgada, Xavier & Aradjo
(1998) estudaram amostras da planta cultivada e de ocorréncia
espontdnea, constatando ndo haver diferenca qualitativa de padrao
fitoquimico. A sua utilizagcdo por bovinos, quando da escassez de pasto,

despertou, também, um interesse maior pelo seu estudo, devido a
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existéncia de toxicidade nas sementes (CUNHA et al. 1985), tanto em A.
hispidum quanto em A. australe (OLIVEIRA et al. 2005).

Apesar de ser pouco competitiva, em relacdo as outras espécies
invasoras (VOLL et al. 1997), tem se mostrado resistente a varios tipos de
herbicidas, como referem Reddy (1965) e Luo & Matsuomoto (2002),
apresentando, inclusive, atividade inseticida contra larvas de uma
espécie de joaninha (Epilachna varivestis) (KRAUS et al. 1994).

De modo geral, as sementes de A. hispidum sdo incorporadas ao
solo, onde podem permanecer por periodos de até oito anos,
germinando a cada manejo (SCHWERZEL & THOMAS, 1976), na
dependéncia de chuvas e de aumento da temperatura. Além disso,
Garcia (1992) constatou uma dorméncia das sementes, provavelmente
relacionada com fatores climéaticos, cujo tratamento mais eficiente foi a
incubacdo no escuro, por periodos de 10 - 30 dias.

Os ensaios preliminares realizados por Messias & Noronha (1994),
no IPA (Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudaria), sugerem
como adequada, uma adubagdo com 15% de composto urbano, acrescido
de amonia, fosfato e potassio (40-20-40).

De ocorréncia espontanea, tanto em terrenos arenosos como
argilosos, durante seu desenvolvimento em cultivo, a evolucao da fase
de floracdo para a de frutificacdo é muito rapida, demonstrando a
prioridade do vegetal em direcionar seu metabolismo para a
reproducdo, como forma de preservacgdo da espécie, quando comparado

a producdo de defesas quimicas (MIRANDA, 1996).
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3.4. FITOQUIMICA

O estudo mais antigo sobre fitoquimica é de Costa (1941), onde
relata a presenca de alcaléide a que chamou de acantospermina. Mais
tarde, Herz (1975), pesquisando sesquiterpeno-lactonas com potencial
atividade biolégica e Ramachandran et al. (1976), a0 mesmo tempo em
que Mathur & Bejarane (1976) apresentam seus estudos com A.
hispidum. Estas substancias tém distribuicdo limitada, ocorrendo
predominantemente nas Asteraceae (SEAMAN, 1980).

As sesquiterpeno-lactonas sdo quimicamente distintas de outros
sesquiterpendides, devido a presenca de um sistema oa-metileno-y-
lactona, muitas contendo carbonilas o,B-insaturadas e epodxidos,
constituindo um grupo de compostos com amplo espectro de atividade
biolégica, como antimicrobiano e antitumoral (ROBERS, 1997). As lactonas
sesquiterpénicas estdao igualmente presentes em A. australe e em
representantes dos géneros Melampodium e Smallanthus (BOHLMAN et al.
1981). As lactonas sesquiterpénicas tém assim uma indiscutivel
importancia taxondmica para as Asteraceae, onde milhares destes
compostos ja foram identificados, sobretudo, em tricomas glandulares
de folhas e flores (HARBORNE, 1998), alguns apresentando atividades
antiparasitaria, antibiotica e anticancerigena (SEAMAN, 1980; BRUNETON,
1991; EVANS, 1996).

Por sua promissora composicdo quimica Asteraceae certamente
tem atraido mais exaustivamente os estudiosos, ja tendo proporcionado
o desenvolvimento de farmacos e inseticidas, a exemplo do piretro,
entre outros (ZOMLEFER, 2005). No caso especifico de A. hispidum, é
bastante vasta a literatura em relacdo a pesquisa de componentes de
relevancia, tanto para utilizagdo na quimiotaxonomia, quanto no que se
refere ao potencial terapéutico.

Um condensado de pesquisas fitoquimicas com A. hispidum é

apresentado no Quadro 3.3.
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Quadro 3.3. Metabodlitos secundarios relatados

hispidum.

em Acanthospermum

Parte da Planta/Metabolitos secundarios

Planta inteira
n-butyl eicosanate, eicosanoato,
triacontane; n alcanos em C5 ou mais

heptacosan-1-ol

Parte Aérea da Planta

Predominantemente lactonas sesquiterpénicas e alguns
glicosideos destes (acanthospermol-fB-galactosi-
dopiranosideo), além de carboidratos comuns como
glicose, frutose, manose e sacarose. Guaiandélidos
hispidimolidos A e B (C22H25805), melampélido, lolidéido
e alcaldides.

Folhas
Saponinas, glicosideos de sesquiterpenos (B-cariofileno,

a-humuleno, biciclogermacreno, germacreno D, a-
bisabolol) polifendis (flavonas, 4acido caféico e
fenilpropandides), alcaléides, galactosideos de
acanthospermol, acgtcares (fucose, rhamnose, ribose,

arabinose, xilose, manose e glicose).

Raizes
Saponinas, monoterpenos fendlicos, diterpenos e
glicosideos de diterpenos, aminodacidos, acucares

comuns e polifendis (catequinas, cumarinas, flavonas,
ésteres de acido caféico).

Referéncias

MATHUR & BEJARANE,
1976, NAIR, 1976

BOHLMANN, 1979;
CARTAGENA, 2000;
JAKUPOVIC, 1986;
GERAN, 1986, HERZ,
1975; HUSSAIN, 1990;
RAMACHANDRANA,
1976; SANON, 2003-2.

MENUT, 1995; ODEBIYI,
1978;
RAMACHANDRANA,
1985; SULTANBAWA,
1978; SUMMERFIELD,
1997.

ARAUJO, 1989;
CAETANO, 1990; NAIR,
1985; XAVIER, 1998;
RAMACHANDRANA,
1976.
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3.5. ETNOMEDICINA

Entre as propriedades medicinais atribuidas a A. hispidum também
foi constatada grande variagcdo, tanto com relagdo a indicacdo
propriamente dita, como a parte da planta a ser utilizada. Assim,
verificou-se que na Colombia as folhas sdo utilizadas via oral, para
tratamento da dismenorréia (GARCIA-BARRIGA, 1975), enquanto em
Madagascar as raizes sdo usadas no tratamento da disenteria (NOVY,
1997). No Brasil, a referéncia basica sobre plantas medicinais, desde o
inicio do século XX, Pio Corréa (1926), indica o uso das raizes como
“peitoral”, contra tosse e bronquite. Enquanto outros bindmios
aparecem, no dicionario deste autor com o mesmo nome popular, com
indicacdes para febres intermitentes, erisipela e blenorragia, chamando
a atencdo para as sementes, as quais diz serem tdéxicas para galinhas.

Dentre as varias indicagdes populares para A. hispidum, a que mais

2

chama a atencdo é aquela referente ao tratamento de espasmos
bréonquicos (BRAGA, 1976; LORENZI, 1982; SILVA & OLIVEIRA, 1994; MATOS,
1997).

Ainda contemplando o uso popular, BARROS & NAPOLEAO (2003),
apontam a utilizacdo de A. hispidum em trabalhos de “amarracgao”?! de
rituais do candomblé, de origem africana jéje-nago.

No Quadro 3.4 encontram-se relacionadas informagdes pertinentes

as indicagdes populares descritas na literatura.

! Os trabalhos de amarragio, segundo dicionérios atuais tém sempre a conotagao de ligagdes amorosas
(FERREIRA, 1999; HOUAISS, 2001).
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Quadro 3.4: Indica¢des etnomédicas sobre Acanthospermum hispidum.

INDICACOES

REFERENCIAS

Parte da Planta nio Explicitada

Béquica; antifebril; peitoral; usada nas bronquites
alérgicas; como diaforético, depurativo e adstringente;
doengas infecciosas, como antihelmintica, abortiva e para
o tratamento da hipertensao.

Planta Inteira
Contraceptivo, peitoral e antifebril, para tosses e
bronquites, abortiva, téxicas para animais.

Parte Aérea
Diurético, febrifugo, afeccbes de vias urindrias,
blenorragias, erisipela.

Folha
Antidismenorréia, antigonorréia, antidisentérica, contra
hematuria, antifebril, trabalhos de candomblé.

Caule
Antidisentérica,

Raizes
Disenteria, expectorante, contra tosses e bronquites,
bronquites alérgicas,

BRAGA, 1976; LORENZI, 1982;
DEL VITTO et al., 1997; MENUT et
al., 1995, FLEISCHER et al., 2003.

MARTINEZ-COURVETTO, 1981,
MATOS, 1997; LEMONICA &
ALVARENGA, 1994; ADAM, 1978.

COIMBRA, 1994; HUSSAIN et al.,
1990.

GARCIA-BARRIGA, 1975;
CACERES et al., 1995; NOVY, 1997;
REDDY et al., 1989; RAMACHAN-
DRAN et al; 1981, BARROS &
NAPOLEAO, 2003.

NOVY, 1997.
NOVY, 1997; LORENZI, 1982;

SILVA & OLIVEIRA, 1994; DINIZ et
al., 1997.

3.6. FARMACOLOGIA E TOXICOLOGIA PRE-CLINICAS

No tocante a Farmacologia, apesar de extensa a lista de

referéncias com a espécie, também sdo raros os estudos utilizando as

raizes, conforme se pode observar no Quadro 3.5.
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Quadro 3.5. Atividades biol6égicas relatadas para Acanthospermum

hispidum.

Parte da Planta nao Explicitada Referéncias

Atividade anticancer in vivo JAKUPOVIC, 1986

1 freqiiéncia cardiaca, T fluxo coronariano, T amplitude das contra¢des cardiaca MEDEIROS, 1988

e | pressdo arterial

Inibiu contragdo induzida pela histamina (80%) em ileo isolado de cobaia; Inib. BRANDAO, 1988

contracgdo induzida pela ocitocina (100%) e bradicinina (69%) em ttero isolado

de rata e contragdo em traquéia isolada de cobaia em relagdo a isoprenalina

Bactericida, fungicida e desestimulante do apetite (antifeedant). Inseticida KRAUS, 1994

contra Epilachna varivestis

Parte Aérea

Adogante HUSSAIN, 1990

Acanthospermolide teve atividade anticancer in vitro e in vivo; Atividade FLEISCHER, 2003;

contra Plasmodium falciparum (folhas +caules) SANON, 2003-1

Folhas e flores apresentaram inibicao significativa contra Streptococcus PORTILLO, 2001

pyogennes, Staphylococcus aureus. Bacillus subtilis, Salmonella typhi e Clostridium

histolyticum. Ativo contra os fungos: Microsporum gypseum, Cladosporides

cladosporioides, Trichophyton mentagrophytes.

T Resisténcia provavelmente por T hematopoiese esplénica PEREIRA, 2001

Planta Inteira

Inativa contra Leishmania braziliensis, L. donovani e L. amazonensis Trypanosoma FOURNET, 1994

cruzi

Folhas

Atividade moluscicida (Bionphalaria glabrata) SILVA, 1996

Ativa contra Neisseria gonorrhea CACERES, 1995

Ativa contra Virus-Pseudorabies SUMMERFIELD,
1997

1 discreto da produgdo de Ig G;1 discreto na produgao de interleucina-2 e 4;1 SUMMERFIELD,

proliferacdo de leucécitos; ndo ativa mondcitos; 1998

Fracao polar foi ativa contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus ~ FLEISCHER, 2003;

pyogenes, Salmonella typhi e Clostridium histolyticum MENUT, 2003

Nado apresentou atividade contra as seguintes cepas: Bacillus subtilis, Escherichian ~ EL TAHIR, 1999

coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,

Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Mycobacterium phlei, Virus-Herpes

simplex, Poliovirus I, Sindbis, Candida albicans e Plasmodium falciparum

Raizes

Boa atividade contra Sthaphylococcus aureus, menor contra Salmonella e E. coli. ARAUJO, 1989

i.v. = hipotensao independente da dose, efeito ndo bloqueado pela atropinaou = CAETANO, 1990

propanolol; ndo inibiu edema de pata por carragenina; Em modelo de perfusdo
pulmonar | fluxo pulmonar em cobaia.

Em relagdo a toxicidade, estudos preliminares realizados através

do convénio UFPE/Prefeitura de Olinda, em 1989, sugerem que A.

hispidum é uma erva segura, pelo menos para uso em curto prazo
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(ARAUJO et al. 1989), fato confirmado em outras publicacdes posteriores,
onde a espécie ndo apresentou efeito mutagénico nem bactericida, ou
efeito letal, na dose de 1 - 2g/kg de peso (HUSSAIN et al. 1990).
Entretanto, estudos de Bakhita & Adam (1978), j& haviam demonstrado
toxicidade das sementes usadas na dieta, com 6bitos em camundongos,
devidos a necrose de figado, atrofia glomerular, congestdo e hemorragia
de baco, de pulméao e coracdo, além de enterite catarral (BAKHITA &
ADAM, 1978-1 e 1978-2). Esta toxicidade das sementes ainda torna sua

classificagdo como de uso restrito pelo FDA?2 (2005) (cf. Quadro 3.6).

Quadro 3.6. Toxicologia pré-clinica de Acanthospermum hispidum.

Disturbios Referéncia

Parte da planta nido especificada

Atividade citotéxica; 1-2 g/kg de peso ndo apresentou JAKUPOVIC,1986;
toxicidade aguda, nem efeito mutagénico HUSSAIN, 1990
Partes aéreas

Nao causou aborto no periodo organogénico, porém deve LEMONICA,1994
bloquear a implantacao.

Nao apresentou atividade ictiotéxica em nenhuma concentragcdo DUTRA, 1996.
usada.

Sementes
Hemorragias, fraqueza e diarréia. Mau formacgdes externas, DI STASI, 1989
aborto e anomalias viscerais

Brotos e Sementes

Usados na dieta (% = 50, 30, 10 e 5), foram téxicos. BAKHITA, 19781
| apetite, 1 respiragdo, ascite, alteracdes no pélo, alteragdes e2

viscerais hemorragicas, depressdo e dispnéia, morte. Efeito

cumulativo, mesmo em baixas doses.

Planta Inteira

Citotoxica BHAKUNI, 1971
Raiz

DLso i.p. = dose de até 2g/kg de peso ndo ocasionou nenhum ARAUJO, 1989
6bito

2 Federal Drugs Administration /USA
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Pelo levantamento da literatura, na maioria das pesquisas
publicadas com essa planta, desde o banco de dados NAPRALERT? (com
referéncias bibliograficas contidas, de 1971 a 2003), até as mais atuais,
em sua maioria, se refere a dados etnomédicos, de atividade biol6gica e
fitoquimica, com a parte aérea da planta, ndo havendo wuma
proporcionalidade de publicagdes sobre o uso, freqiiente, que se faz em
nossa regido, da raiz.

Excetuando-se dois trabalhos de Ramanchadran et al. (1976 e 1985), os
outros dois estudos encontrados focalizando a raiz de Acanthospermum
hispidum, seja fitoquimico, ou de ensaio biolégico, foram realizados na
UFPE por Aratjo etal., 1989 e Caetano et al.,, 1990, o que demonstra o pouco
interesse dos pesquisadores em relacdo aquela parte do vegetal, em

outros centros de estudo.

3 Natural Products Alert - Banco de Dados da Universidade de Illinois/EUA
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CAPITULO IV

ESTUDO FARMACOGNOSTICO
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4. ESTUDO FARMACOGNOSTICO

Este capitulo analisa os caracteres anatdomicos, histoquimicos e
fitoquimicos, além da identificacdo e controle de qualidade da droga de
Acanthospermum hispidum, compreendendo a sua descricdo e estudo de
possiveis adulteracdes, além de um estudo comparativo com A. australe,

frequentemente utilizada em substituicdao a primeira.

4.1. FARMACOBOTANICA

Acanthospermum hispidum DC. e Acanthospermum australe (Loef) O.
Kuntze (Asteraceae) sdo, ambas, conhecidas como “espinho-de-cigano”,
“carrapicho-de-carneiro” e “carrapicho rasteiro” (DISTASI, 2002), além de
serem aclimatadas em muitas regides aridas no Nordeste do Brasil.
Estas duas espécies sao economicamente importantes, porque aumentam
os custos da producdo agricola na medida em que sdo ervas daninhas
invasoras dos campos.

O xarope popular é confeccionado a partir de fragmentos
radiculares, macerados em uma solucdo hidroalcodlica, e, a despeito da
sua boa aceitacdo, o controle de qualidade nado é garantido, por falta de
uma correta identificagdo botanica e farmacognéstica do material
vegetal usado no seu preparo.

O nome “espinho-de-cigano”, certamente é conseqtiéncia das
cerdas nos frutos e da sua capacidade de difusdao, espalhando-se como
nomade pelo mundo. Ainda se faz necessdrio a realizagdo de mais
estudos que garantam a identificacdo das duas espécies de
Acanthospermum mais freqiientes, através de caracteres essenciais para
um uso terapéutico seguro. Entretanto, a composicdo fitoquimica de

cada espécie do género ainda nado estd totalmente elucidada e a possivel
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variacdo na qualidade e quantidade de seus componentes ativos pode
resultar em variacdes da eficdcia terapéuticas.

Este estudo analisa, comparativamente, 0s caracteres
morfolégicos, anatomicos e do macerado dos o6rgdos vegetativos de
Acanthospermum  hispidum DC., fornecendo auxilio adicional na
identificacdo e controle para a obtencdo da droga inteira, ou em pé.
Adicionalmente, informag¢des anatdémicas e de macerado de A. australe
complementam os dados de Martins et al. (2006), contribuindo para
minimizar a possibilidade de erros na identificacdo botanica de ambas
as espécies, de modo a qualificar cientificamente, seu uso como
medicamento popular.

As duas espécies (A. hispidum e A. australe) apresentam um
conjunto de dados descritos a seguir, que podem ser usados na

caracterizagao e diferenciacdo de ambas.

4.1.1. Caracteres comuns
Ervas anuais, ramificadas e pubescentes; folhas inteiras, simples,

opostas, pubescentes, sem apéndices; lamina oval, peninérvea.

4.1.2. Caracteres especificos

Do que se observou Acanthospermum hispidum é ereta (50-90 cm de
altura), com folhas sésseis e A. australe é prostrada com folhas
pecioladas; a regido basal da lamina de A. hispidum ¢é estreita,
semelhante a um peciolo alado. A margem é serreada. As inflorescéncias
sdo masculinas e femininas em A. australe, femininas e hermafroditas em
A. hispidum. Frutos aquénios elipticos (2,6-2,9 mm de largura), sementes
elipticas em A. australe e triangulares (4,7-5,6 mm de comprimento e

2-2,4 mm de largura), sementes espatuladas em A. hispidum.
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4.1.3. Sinenimia Cientifica

Acanthospermum acanthioides DC (COIMBRA, 1994),

A. brasilium (CRUZ, 1979)

A. hispidum DC, Prodr. 5: 522, 1836 (ARANHA, 1972; SEPLANTEC, 1979)
A. humile Eggers (CORREA, 1978; LORENZI, 1982),

A. humile (Sw.) DC. (VIA RURAL, 2007),

A. humile var. hispidum (DC) Kuntze, 1891 (VIA RURAL, 2007),

A. xanthioides (LE COINT, 1947)

Melampodium humile Sw (VIA RURAL, 2007)

Acanthospermum australe (Loef) O. Kuntze;

A. brasilium Schrank, 1819 (CORREA, 1978, ARANHA, 1972);

A. hirsutum DC, 1836 (ARANHA, 1972);

A. obtusifolium DC, 1836;

A. xanthioides DC var. acutifolium DC Prodr 5:522, 1836 e var. glabratum
DC. Prodr. 5:522, 1836 (ARANHA, 1972; CORREA, 1978; LE COINT, 1947);
Centrospermum xanthioides H.B.K., 1829 (ARANHA, 1972; CORREA, 1978);
Echinodium prostatum Foit, 1829 (ARANHA, 1972);

Melampodium australe Loef, 1891 (ARANHA, 1972; CORREA, 1978);

Oreya adhaerrescens Vell, 1827 (ARANHA, 1972; CORREA, 1978).

4.1.4. Caracteristicas Macroscépicas

Acanthospermum hispidum
Erva com 1 m de altura; caule e ramos densamente pubescentes,
cilindricos, verdes quando jovens e marrons na planta adulta. Raiz

pivotante com 20 cm de profundidade, com leve aroma adocicado.
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Folhas sésseis, inteiras, simples, opostas e pubescentes, sem apéndices;
lamina oval, peninérvea; a forma é eliptica a oblonga e simétrica, aguda,
atenuada na base, aguda a acuminada no 4&pice, margem inteira,

2

ligeiramente sinuosa, a nervura principal é proeminente na face
inferior, com 7 a 8 pares de nervuras laterais; o peciolo é marginal,
glabro, 4-7 mm de comprimento e 1-2 mm de largura. Inflorescéncia
capitulo axilar, com pequenas flores amarelas, unissexuais. Frutos

aquénios, com uma forma triangular, alongados, e cobertos por cerdas

irregulares.

Acanthospermum australe
Erva com 20 cm de altura; caule prostrado e densamente
ramificado, cilindrico. Raiz pivotante com 20 cm de profundidade com
forte odor adocicado. Folhas curto-pecioladas, inteiras, simples, opostas e
pubescentes, sem apéndices; lamina oval, peninérvea, com forma
eliptica a oblonga e simétrica, aguda a atenuada na base, aguda a
acuminada no 4pice, margem serreada, com nervura principal
proeminente na face inferior, e 7-9 pares de nervuras laterais; peciolo
com 2-3 mm de comprimento e 1 mm de largura. Inflorescéncia em
capitulo axilar ou terminal com pequenas flores amarelas cobertas por
bracteas membrandceas, unissexuais. Frutos aquénios com forma
eliptica, alongados, e cobertos por cerdas irregulares.
A descricdo morfolégica de A. australe foi feita por Martins et al.
(2006) e todos os caracteres foram confirmados neste estudo. A presenca
de um peciolo extremamente curto nas folhas de A. australe a diferencia

de A. hispidum (cf. Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Aspectos dos dois géneros: Acanthospermum hispidum (A -
planta adulta, B - inflorescéncia axilar e C - frutos aquénios
triangulares) e Acanthospermum australe (D - planta adulta, E -
inflorescéncia terminal e F - frutos aquénios elipticos).

4.1.5. Caracteristicas Microscépicas

4.1.5.1. Seccdes transversais

Acanthospermum hispidum

Raiz: E cilindrica, sendo na estrutura primadria revestida por uma
epiderme uniestratificada, o cértex consiste de células parenquimatosas
arredondadas e a regido medular esta composta de células de xilema
primario. Na estrutura secundaria esta coberta por uma periderme, a
regido cortical quase exclusivamente consiste de células de periderme e
a regiao medular esta composta de células de xilema secundario (Fig.
42). Em ambas as estruturas, as células da endoderme mostram estrias

de Caspary sem espessamento em “U”.
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Figura 4.2. Vista transversal da Raiz (Estrutura Secundaria) de Acanthospermum
hispidum (A) e A. australe. Barras: 100 um (B).

Caule: E cilindrico e coberto por uma epiderme unisseriada, com
uma cuticula inconspicua e pélos glandulares capitados, entre outros.
Imediatamente sob a epiderme existe um colénquima angular. Feixes
vasculares colaterais estdao imersos em um parénquima fundamental e
estdo distribuidos em wuma linha circular (Fig. 4.3A). Os feixes
vasculares estdao cobertos por um grupo de fibras, logo acima das
células de floema. Na proximidade dos feixes vasculares hd pequenos
ductos secretores, proximos ao floema. O ldmen destes ductos esta
delimitado por um epitélio unisseriado, consistindo de cinco pequenas

células achatadas (Fig.4.3B).

Figura 4.3. Vista transversal do caule (Estrutura primaria) de Acanthospermum hispidum DC
(Asteraceae) (A), observando-se em B ductos secretores (circulo tracejado) entre feixes
vasculares e atividade cambial (linha tracejada) e em C ductos secretores. Barras: A: 200 um;
B: 100 pm; C: 50 pm.
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Folha: E dorsiventralmente achatada sem um peciolo, com
epiderme adaxial wuniestratificada, com cuticula inconspicua. A
epiderme inferior mostra estdmatos localizados ligeiramente acima das
demais células da epiderme. H4 abundantes tricomas multicelulares,
glandulares e capitados. O mesofilo é dorsiventral, com apenas uma
camada de parénquima palicaddico (Fig 4.4A). As células do parénquima
esponjoso estdo localizadas préoximas a epiderme abaxial, com 4-5
camadas de células densamente arranjadas, sem espacos intercelulares
entre elas. A nervura principal, muito protuberante, em ambas as faces,
é reforcada por colénquima angular. Trés feixes vasculares colaterais
estdo imersos em um parénquima fundamental. Na proximidade destes
feixes vasculares hd pequenos ductos secretores préximos ao floema e

xilema (Fig. 4.4A). O limen estd delimitado por um epitélio unisseriado

consistido por cinco pequenas células achatadas.

Figura 4.4. Folha de Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae): A. Mesofilo
dorsiventral com pelo glandular (seta); em B Nervura principal com ductos secretores
(setas) proximos aos feixes vasculares. Barras: A: 50 um; B: 100 pum.

4.1.5.2. Vista superficial da epiderme foliar

H& estomatos anomociticos em ambas as faces (Fig. 4.5A,B), mais
abundantes na face abaxial, e o comprimento polar medindo 23,67 e

27,04 pm, nas faces adaxial e abaxial, respectivamente. As células
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epidérmicas de ambas as superficies mostram paredes anticlinais

sinuosas, mais acentuadas na face abaxial.

Figura 4.5 Vista frontal da folha de Acanthospermum hispidum DC. (Asteraceae). A:
epiderme adaxial com estdmatos anomociticos. B: epiderme abaxial com estomatos
anomociticos. Barras: 50 pm.

Acanthospermum australe

Considerando a descricdo morfoanatomica de A. australe em Martins
et al. (2006), este estudo fez uma descricdo complementar desta espécie
acrescentando a anatomia da raiz e as descri¢cdes do macerado de todos

os 6rgdos vegetativos desta espécie.

4.1.5.3. Anatomia do P6 da Droga
Acanthospermum hispidum

Raiz: A dissociagdo das células da raiz (Fig. 4.6) permitiu a
determinacdo dos seguintes elementos celulares: a) Fibras alongadas:
consistindo de células alongadas longitudinalmente, com 609,70 pm de
comprimento e 19,57 pm de largura; b) Células parenquimatosas: células
alongadas 81,45 pm de comprimento e 24,79 pm de largura; ¢) Tipos de
vasos de xilema: 1) vasos de xilema com ambas as paredes terminais
retas (a) mais longas (252,05 pm) e mais curtas (142,03 pm) e largura

similar (110,96 pm e 102,68 pm, respectivamente), 2) vasos de xilema
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com paredes terminais tangenciais com prolongamentos (b) com 505,58
pm de comprimento e 151,30 pm de largura, e 3) vasos de xilema com

uma parede reta e outra transversa sem prolongamentos (c).

Figura 4.6. Células dissociadas da raiz de Acanthospermum hispidum. a) vasos com
paredes terminais retas, b) vasos de xilema com paredes terminais tangenciais com
prolongamentos, e ¢) vasos de xilema com uma parede reta e outra transversa sem
prolongamentos. Barra: 100 pm

Acanthospermum australe

Raiz: A dissociacdo das células da raiz (Fig. 4.7) tornou possivel a
medicdo dos seguintes elementos celulares: a) Fibras alongadas:
consistindo de células alongadas longitudinalmente, com 531,43 pm de
comprimento e 18,15 pm de largura; b) Células parenquimatosas:
células cubicas medindo 69,70 pm de comprimento e 54,41 pm de
largura; c¢) Tipos de vasos de xilema: 1) vasos de xilema com ambas as
paredes terminais retas medindo 408,62 pm de comprimento e 116,24 pm
de largura, e 2) vasos de xilema com uma parede terminal reta e outra
tangencial sem prolongamento, medindo 410,02 pm de comprimento e

115,74 pm de largura.
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Figura 4.7. Células dissociadas da raiz de Acanthospermum australe (Loef) O. Kuntze
(Asteraceae). A. Vaso de xilema com uma parede reta e outra tangencial, sem
prolongamento. B. Vaso de xilema com paredes terminais obliquas, com
prolongamentos. C. Vasos de xilema com paredes terminais retas. D. Vaso de xilema
com uma parede reta e outra transversa com prolongamento. Barras: 100 pm.

Acanthospermum hispidum

Caule: A dissociacdo das células do caule (Fig. 4.8A-E) permitiu
determinacdo dos seguintes elementos celulares: a) Fibras alongadas:
consistindo de células alongadas longitudinalmente, 773,20 pm de
comprimento e 16,15 pm de largura; b) Células parenquimaticas:
células alongadas medindo 143,22 pm de comprimento e 92,82 pm de
largura; c) Tipos de vasos de xilema: 1) vasos de xilema com ambas as
paredes terminais retas mais longas (1190,47 pm), mais curtas (190,76
pm), comprimento e largura similares (20,00 pm e 28,37 pum,
respectivamente), 2) vasos de xilema com paredes terminais tangenciais
com prolongamentos (a), e 3) vasos de xilema com uma parede reta e

outra transversa sem prolongamentos (b).
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Figura 4.8. A. Células dissociadas do caule de Acanthospermum hispidum DC. (Asteraceae). B.
Vasos de xilema com paredes retas e espessamento helicoidal. C. Vasos de xilema com
paredes terminais retas. D. vasos de xilema com paredes terminais obliquas. E. células de

parénquima. Barras: A: 200pum; B: 100um; C,D,E: 50um.

Acanthospermum australe

Caule: A dissociacdo das células do caule tornou possivel a
medicdo dos seguintes elementos celulares (Fig. 4.9): a) Fibras
alongadas: consistindo de células alongadas longitudinalmente, com
437,49 pm de comprimento e 20,76 pm de largura; b) Células
parenquimatosas: células alongadas medindo 322,80 pm de
comprimento e 158,11 pm de largura; ¢) Tipos de vasos de xilema: 1)
vasos de xilema com ambas as paredes terminais retas, com 632,81 pm
de comprimento e 168,11 pym de largura, e 2) vasos de xilema com uma
parede terminal reta e outra tangencial, sem prolongamentos, medindo

643,69 pm de comprimento e 72,50 pm de largura.
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Figura 4.9. A. Células dissociadas do caule de Acanthospermum australe (Loef) O.
Kuntze (Asteraceae), mostrando fibras (a), células de parénquima (b) e vasos
de xilema (c¢). B. Vaso de xilema com espessamento helicoidal (seta). Barras:
A:200um; B: 20pum.

Acanthospermum hispidum

Folha: A dissociagdo das células da folha (Fig. 4.10) permitiu a
determinacdo dos seguintes elementos celulares: a) Fibras alongadas:
consistindo de células alongadas, 278,90 pm de comprimento e 6,07 pm
de largura; b) Células parenquimaticas: células alongadas
isodiametrica-mente, medindo 29,31 pm de comprimento e 30,70 pm de
largura; c) Tipos de vasos de xilema: 1) vasos de xilema com ambas as
paredes terminais retas (a) mais longas (427,65 pm), mais curtas (44,24
pm), comprimento e largura similares (50,74 pm e 102,68 pum,
respectivamente), 2) vasos de xilema com paredes terminais tangenciais
com prolongamentos (b), e 3) vasos de xilema com uma parede reta e

outra transversa sem prolongamentos (c).
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Figura 4.10. Células dissociadas da folha de Acanthospermum hispidum DC.
(Asteraceae). A. Vasos de xilema. B. Vasos de xilema com espessamento de parede
helicoidal. C. Vasos de xilema com paredes obliquas (a) e retas (b). Barras: 20 um.

Acanthospermum australe

Folha: A dissociacdo das células da folha (regido mediana da
lamina e peciolo) (Fig. 4.11) tornou possivel a medicao dos seguintes
elementos celulares: a) Fibras alongadas: consistindo de células
alongadas longitudinalmente, medindo 997,87 pm de comprimento e
31,08 pm de largura; b) Células parenquimatosas: células alongadas,
medindo 75,85 pm de comprimento e 42,68 pm de largura; c¢) Tipos de
vasos de xilema: 1) vasos de xilema com ambas as paredes terminais
retas, medindo 311,35 pym de comprimento e 60,26 um de largura, e 3)
vasos de xilema com ambas as paredes terminais tangenciais, com
prolongamentos, medindo 538,54 um de comprimento e 26,03 um de

largura.
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Figura 4.11. Células dissociadas da folha de Acanthospermum australe (Loef) O. Kuntze
(Asteraceae). A. Tricomas tectores (setas) e glandulares (*). B. Vasos de xilema com
espessamento helicoidal. C. Tricoma tector. Barras: A: 200 pm; B,C: 100 pum.

A dissociacdo das células da raiz, de ambas as espécies, mostra
similaridades em relacdo ao tipo 1 e 2 das células do xilema, diferindo
apenas no tamanho; em A. australe ndo foram encontrados vasos de
xilema do tipo 3, isto é, as células com paredes terminais tangenciais
com prolongamentos. O mesmo ocorreu no caule de ambas as espécies.
Contudo, na folha, o tipo 2 ndo foi encontrado em A. australe e o tipo 3
nao foi observado em A. hispidum. Estas podem ser caracteristicas
capazes de diferenciar estas espécies, quando analisando um pé da

droga, de composicdo duvidosa.

4.1.5.4. Tricomas e estomatos em Acanthospermum hispidum e A.

australe

O caule de ambas as espécies, e a folha de A. hispidum, em ambas
as superficies, mostram tricomas simples, unisseriados, de varios
tamanhos, com uma célula apical aguda (Fig. 4.12A), e, também,
diferentes tricomas glandulares. Em folhas de A. australe, os tricomas
glandulares sdo sésseis e unicelulares com uma forma globular (Fig.
4.12B). Em folhas de A. hispidum, os tricomas glandulares sdao sésseis e
multicelulares com uma forma globular (Fig. 4.12C). No caule de A.

49



hispidum, os tricomas glandulares pedunculados mostram 2-3 células no
pedinculo com uma célula vesicular globular no topo (Fig. 4.12D). Em
contradigdo com Martins et al. (2006), tricomas sésseis, multicelulares e
unisseriados, com uma forma globular, ndo foram encontrados nas

folhas de A. hispidum.

ah/aa ah/aa ah/aa ah

Figura 4.12. Tricomas em espécies de Acanthospermum hispidum (ah) DC. e
Acanthospermum australe (aa) (Loef) O. Kuntze (Asteraceae). A. Tricomas tectores. B, C,
D. Tricomas glandulares.Barras: 50 um.

Tricomas sdo caracteristicas importantes para distinguir estas
espécies. A presenca de tricomas sésseis e unicelulares, com uma forma
globular no caule e folhas de A. australe e tricomas sésseis, glandulares
e multicelulares, com uma forma globular em folhas de A. hispidum, e
tricomas 2-3 pedunculados com uma célula vesicular globular no topo,
sdo caracteres importantes de identificagdo, que diferenciam as duas
espécies.

Acanthospermum hispidum mostra estOmatos anomociticos, em
ambas as superficies da folha, como A. australe. Contudo, estas
estruturas tém diferentes tamanhos de comprimento polar, 23,67 e 27,04
pm em A. hispidum e, 40,57 e 45,00 um em A. australe, nas superficies

adaxial e abaxial da folha, respectivamente.
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Uma sintese dos principais caracteres diferenciais encontra-se

relacionadas no Quadro 4.1 a seguir.

Quadro 4.1. Principais caracteres diferenciais entre as duas espécies do género
Acanthospermum.

Sinoni
mia
Cientif
ica

Sinonim
ia
vulgar

Porte

Caule

Folhas

Acanthospermum australe

A. australe (Loef) O. Kuntze, 1891
A. brasilium Schrank 1819

A. hirsutum DC. 1836

A. obtusifolium DC 1836

A. xanthioides DC. var. acutifolium
DC. Prodr 5:522, 1836 e var.
glabratum DC. Prodr. 5:522, 1836

Centrospermum xanthioides H.B.K.
1829

Echinodium prostatum Foit 1829
Melampodium australe Loef1891
Oreya adhaerrescens Vell. 1827

Amor-de-negro (MG),
Carrapichinho, Carrapicho-de-
carneiro (MG), Carrapicho-mitado,
Carrapicho-rasteiro, Chifrinho,
Corddo-de-sapo, Erva-tostdo,
Espinho-de-agulha (RS), Espinho-
de-carneiro (RS), Fel-da-terra,
Maroto, Mata-pasto (RS), Picao-da-
praia, Poejo-da-praia.

Acanthospermum. hispidum
A. acanthioides DC

A. brasilium
A. hispidum DC. 1836
A. humile Eggers

A. humile (Sw.) DC.
A. humile var. hispidum (DC.) Kuntzel891
A. xanthioides

Melampodium humile

Amor-de-negro (MG), Benzinho, Cabega-
de-boi (CE), Camboeiro (CE), Carrapicho-
de-carneiro, Carrapicho-rasteiro (BA),
Chifre-de-carneiro (PR), Chifre-de-veado
(PR), Comboeiro (PE), Espinho-de-agulha,
Espinho-de-carneiro, Espinho-de-cigano
(PE), Federacao (PE), Maroto, Retirante
(CE), Picao-da-praia, Poejo-da-praia.

Macroscopica

Prostrada, 20 cm

Comprido e denso-piloso

Curto-pecioladas, margem serreada,

com nervura principal proeminente
na face inferior, e 7-9 pares de
nervuras laterais; peciolo com 2-3
mm de comprimento e 1 mm de

Ereta, 90 cm

Verde claro e densamente transltacido-
piloso

Sésseis, margem inteira, ligeiramente
sinuosa, nervura principal proeminente na
face inferior, com 7-8 pares de nervuras
laterais; peciolo marginal, glabro, 4-7 mm
de comprimento e 1-2 mm de largura.
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largura.

Inflore Capitulo axilar ou terminal Capitulo axilar
S~
céncia
Flores Masculinas e femininas Femininas e hermafroditas
Frutos Aquénios elipticos (4,7-5,6 mm X Aquénios triangulares (2,6-2,9 mm de
2-2,4 mm), cobertos por cerdas largura), cobertos por cerdas irregulares
irregulares
Sement Elipticas Espatuladas
es
Raiz Pivotante com 20 cm de Pivotante com 20 cm de profundidade e
profundidade com forte aroma leve aroma adocicado.
adocicado.
P6 da Droga
Raiz Tipos de vasos de xilema: 1) vasos Tipos de vasos de xilema: 1) vasos de com
com ambas as paredes terminais ambas as paredes terminais retas mais
retas, medindo 408,62 pm X 116,24 longas (252,05 pm) e mais curtas (142,03
pm, e 2) vasos com uma parede pm) e largura similar (110,96 pm e 102,68
terminal reta e outra tangencial, sem pm, respectivamente), 2) vasos com uma
prolongamento, medindo 410,02 pm parede reta e outra tangencial, sem
X 115,74 pm. prolongamentos, e 3) vasos com paredes
terminais tangenciais com
prolongamentos. medindo 505,58 pm X
151,30 pm.
Caule a) Fibras: células alongadas, com a) Fibras: células alongadas, com 773,20
437,49 pm X e 20,76 pm; pm X 16,15 pm;
b) Células parenquimatosas: b) Células parenquimaticas: alongadas,
alongadas medindo 322,80 pm X medindo 143,22 pm X 92,82 pm;
158,11 pm; . .
¢) Tipos de vasos de xilema: 1) vasos com
¢) Tipos de vasos de xilema: 1) ambas as paredes terminais retas, mais
vasos com ambas as paredes longas (1190,47 pm) e mais curtas (190,76
terminais retas, com 632,81 pm X pm), similares na largura (20,00 pm e 28,37
168,11 pm, e 2) vasos com uma pm, respectivamente), 2) vasos com
parede terminal reta e outra paredes terminais tangenciais com
tangencial, sem prolongamentos, prolongamentos, e 3) vasos com uma
medindo 643,69 pm X 72,50 pm. parede reta e outra tangencial, sem
prolongamentos.
Folha a) Fibras: células alongadas, com a) Fibras: células alongadas, 278,90 pm X

997,87 pm X 31,08 pm;

b) Células parenquimatosas:
alongadas, com 75,85 pm X 42,68

6,07 pm;

b) Células parenquimaticas: alongadas
isodiametricamente com 29,31 pm X 30,70
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pm; pm;

¢) Tipos de vasos de xilema: 1) c) Tipos de vasos de xilema: 1) vasos com
vasos com ambas as paredes ambas as paredes terminais retas, mais
terminais retas, medindo 311,35 pm longas (427,65 pm), mais curtas (44,24 pm),
X 60,26 pm, e 3) vasos com ambas as comprimento e largura similares (50,74 pm
paredes terminais tangenciais, com e 102,68 pm, respectivamente), 2) vasos
prolongamentos, medindo 538,54 com paredes terminais tangenciais com
pm X 26,03 pm. prolongamentos, e 3) vasos com uma
parede reta e outra tangencial sem
prolongamentos.
Tricomas
Caule sésseis e unicelulares, com forma tricomas 2-3 pedunculados com uma
globular célula vesicular globular no topo e

glandulares com 2-3 células no peddnculo
e 1 célula vesicular globular no topo.

Folha sésseis e unicelulares, com forma tricomas sésseis, glandulares e
globular multicelulares, com uma forma globular

4.1.5.5. Analise histoquimica de A. hispidum

Os testes histoquimicos confirmam a presenca de amido,
identificada pela cor azul escuro nas células do mesofilo de A. hispidum,
ndo observada na raiz e caule. A lignina foi evidenciada pela cor
vermelha nos vasos de xilema e fibras de esclerénquima. A auséncia de
cor especifica indicou a auséncia de iridodides, alcaldides, lipidios,
cutina e suberina, além de protoantocianidinas (taninos) nas células da

raiz (cf. Quadro 4.2).

Quadro 4.2: Resultados de histoquimica em Acanthospermum hispidum DC.
(Asteraceae).

Testes histoquimicos Raiz Caule Folha
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Alcalodide ausente ausente ausente
Compostos fendlicos  presente presente presente
(suber) (colénquima) (mesofilo)
Lipidios, cutina e ausente ausente ausente
suberina
Amido ausente ausente presente
(mesofilo)
Lignina presente presente presente
(fibras e vasos  (fibras e vasos (fibras e vasos
de xilema) de xilema) de xilema)
Proantocianidinas ausente ausente ausente
Iridéides ausente ausente ausente

4.1.6. Discussao

Diferentes individuos de A. hispidum mantém seus caracteres
morfolégicos, mesmo quando crescendo sob diferentes condigoes
ambientais, o que facilita seu adequado reconhecimento por ocasido da
coleta de matéria-prima. A auséncia de um peciolo nas folhas desta
espécie é um dos primeiros caracteres diagndsticos que conferem
seguranca quanto a uma coleta de material botanico para a elaboracdo
de qualquer fitoterdpico que inclua esta planta em sua composicdo.

As publicacdes acerca da anatomia dos o6rgdos vegetativos de
algumas espécies da familia Asteraceae (KANDEMIR et al., 2006; METCALFE
& CHALK, 1965; ESAU, 1965) mostram a existéncia de um grande ntimero de
caracteres comuns. Entretanto, o presente estudo identificou aspectos
anatomicos diagnodsticos para a espécie Acanthospermum hispidum, os
quais, associados a andlise histoquimica, se revelaram capazes de
garantir uma identificacdo botanica segura para a espécie.

Ductos secretores similares, todos préximos aos feixes vasculares
no cilindro vascular e, préximos a nervura principal da lamina foliar,

foram sempre delimitados por um epitélio unisseriado constituido por
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cinco células achatadas periclinalmente (Fig. 4.1 Be C). E uma estrutura
comum a muitas espécies da tribo Helianthae, como em Baccharis
gaudichaudiana DC. (BUDEL et al., 2003) e Porophyllum ruderale (Jacq.)
(FONSECA et al., 2006). Estas estruturas ocorrem no caule e folhas de A.
hispidum; se localizando, nas folhas, no parénquima da nervura
principal. De acordo com Fahn (1990), os ductos sdo estruturas que
podem produzir substidncias muito diferentes como taninos, O6leos
essenciais e resinas, visando defender a planta contra patégenos.
Espindola (2006) afirmou que a proximidade destes ductos aos feixes
vasculares pode ajudar na manutencdo das altas taxas metabdlicas.
Ductos resiniferos sdao comuns na raiz e caule de espécies de Asteraceae
e auxiliam na identificagdo taxondomica (METCALFE & CHALK, 1965).
Canais de latex, observados em alguns membros de Asteraceae (ESAU,
1965), nao sao encontrados em A. hispidum.

Em Asteraceae o mesofilo é completamente palicddico ou
esponjoso (METCALFE & CHALK, 1950). Espécimes de A. hispidum
apresentam o mesofilo sempre dorsiventral, diferente das informacgdes
de Kandemir et al., (2006), Metcalfe & Chalk (1950) e Esau (1965).

Estes dados sdao necessarios, ndo apenas para a identificagdo
botanica da espécie que garanta a utilizagdo do material em pd, mas,
também, para os padrdes de controle de qualidade exigidos pela
legislacdo em satde. Estudos acerca da descri¢gdo botanica, incluindo
parametros macro e microscopicos, sdo ferramentas uteis para
determinar os caracteres anatdmicos adequados como identificadores de
certas plantas evitando assim, falsificacdes ou adulteragcdes no processo
de comercializagdo de seus produtos derivados.

Os diferentes tipos celulares caracterizados apods dissociagdo
apresentaram valores de comprimento e largura varidveis. Os vasos de
xilema do tipo 1 apresentam células mais longas (252,05 pm) e células
mais curtas (142,03 pm) com valores médios de largura muito

semelhantes (110,96 e 102,68 pm, respectivamente).
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As informagdes disponiveis na literatura acerca da morfologia e
anatomia de espécies de Acanthospermum nao se referem a raiz. Dentre
os estudos relativos as Asteraceae, destacam-se os estudos de Felipe &
Alencastro (1966), relativos a nervagao foliar, e o de Filizola et al. (2003),
tratando da anatomia dos o6rgados vegetativos de Vernonia brasiliana.
Considerando o género Acanthospermum, apenas Martins et al. (2006)
estudaram a anatomia do caule e folha de A. australe.

Dados da literatura ndo mencionam informacdes sobre a raiz de
nenhuma espécie de Acanthospermum; Martins et al. (2006) realizaram o
tnico estudo sobre a anatomia do caule e folha de A. australe. Até o
momento ndo foram encontradas referéncias ao macerado do pd da
droga e histoquimica das principais classes de metabodlitos para espécies
de Acanthospermum. Em conseqiiéncia, a caracterizacdo da morfologia da

planta, do p6 da droga e da histoquimica de A. hispidum é inédita.

4.2. FARMACOQUIMICA

4.2.1. Padronizacdo da matéria-prima de Acanthospermum hispidum

4.2.1.1. Testes de pureza
Todos os testes de pureza realizados ficaram dentro das normas

preconizadas pela Farmacopéia Brasileira e WHO (1998).

4.2.1.2. Determinacao da perda por dessecacao
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No ensaio da perda por dessecacdo, o resultado obtido (11%)
encontra-se dentro do valor recomendando para raizes 8 a 14% o que

reduz o ataque por fungos, bactérias e enzimas (OLIVEIRA et al, 1998).

4.2.1.3. Teor de cinzas totais

Para o teor de cinzas o percentual foi de 8,21%.

4.2.1.4. Cinzas insolaveis em acido

O teor de cinzas insoluvel em acido cloridrico foi de 0,37 %.

4.2.2. Perfil fitoquimico dos extratos brutes de raiz, caule e folha

Em relacdo a prospecgdo fitoquimica das raizes evidenciou-se a
presenca de um elevado teor de mono e sesquiterpenos, triterpenos e
esterdides, acucares redutores e derivados cindmicos, com a
identificacdo de estigmasterol, p-sitosterol e carvacrol. Saponinas foram
identificadas apenas nas folhas, onde foram também encontrados
fenilpropandides e alguns flavonéides. Nao foram detectados no vegetal;
alcaldides, cumarinas, nem proantocianidinas. Esses resultados estdo em
parte, de acordo com a literatura, quanto ao perfil fitoquimico
encontrado no género Acanthospermum (Quadro 3.3, pagina 28). No
entanto, a presenca de algumas substdncias como cumarina e
flavonodides descrita nas raizes ndao foi confirmada no atual trabalho. No
Quadro 4.3 encontram-se relacionadas as substdncias identificadas, nas
amostras das duas espécies de Acanthospermum da regido, por parte da

planta.

Quadro 4.3. Metabolitos identificados nos extratos das duas espécies de
Acanthospermum, em diferentes 6rgaos vegetativos.
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Metabdlitos A. hispidum A. australe

raiz caule folha raiz caule folha
Alcaléides - - - - - -
Mono/Sesquiterpenos + + + ++ + ++
Triterpenos/Esterdides ++ + + + + +
Iridoides - - - - - -
Acgtcares redutores + + + + + +
Flavondides + + + + + +
Proanto/Leucoantocianidina - - - - - -
Saponinas - - - - - -
Cumarinas - - - - - -
Derivados cindmicos + + + + + +
Fenilpropandides - - - - - -

4.2.2.1. Caracterizacao de Derivados Cinamicos

A hidrélise &cida das raizes da planta foi efetuada com a
finalidade de caracterizar os derivados cindmicos, substidncias com
fluorescéncia azul clara a 365 nm, correspondendo ao esperado para
derivados do 4acido caféico. Este, ndo aparece no extrato bruto
metandélico (EBM), antes da hidrdlise, sugerindo a presenca de

derivados daquele acido (Fig. 4.13).

Figura 4.13. Cromatografia em camada delgada de extratos bruto e hidrolisado, em
celulose, com fase movel de acetato de etila 2%: 1) extrato bruto de Acanthospermum
hispidum, 2) hidrolisado 3) padrao de acido caféico e 4) padrao de verbascosideo.
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4.2.3. Extracdo, Isolamento e Identificacado

A fracado isolada na coluna cromatografica, denominada EA1 foi

submetida a espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN),

cujos dados espectrais mostraram ampla correspondéncia com o

estigmasterol (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Resultado experimental de RMN 1H e 13C (6 em ppm, CDCL3) para
estigmasterol, comparados com a literatura.

Estigmasterol Literatura
HMQC HMBC
8¢ du FJen Jen 8¢ du
C
5 140.76 - 2H-4 2H-7; 3H-19 140.7 -
10 36.51 - 3H-19 2H-4; H-6 36.1 -
13 42.22 - 3H-18 42.2 -
CH
3 71.81 3.53 (m) 2H-4 71.7 | 3.50 (m)
6 121.71 5.35 (m) 2H-4 121.7 | 5.30 (m)
8 31.90 H-6 31.9
9 50.16 3H-19 50.1 0.93
14 56.77 3H-18 56.0 1.04
17 55.96 3H-18; 3H-21 56.7 1.10
20 40.48 3H-21; H-22 H-23 36.5 | 1.38 (m)
22 138.31 5.01 (dd, 15.1, 8.6) 3H-21 - -
23 129.29 5.15 (dd, 15.1, 8.5) - -
24 51.23 H-23 H-22; 3H-26; 45.8
3H-27; 3H-29
25 31.88 3H-26; 3H-27 29.1 1.73
CH;
1 37.26 3H-19 37.2
2 39.69 37.6
4 4231 2.29 (m) H-6 423 | 2.25(m)
7 31.67 319 | 1.51 (m)
11 21.07 21.1
12 39.69 3H-18 39.7
15 24.36 243
16 28.91 28.2
22 - - - - 33.9
23 - - - - 26.0 1.19
28 25.39 3H-29 23.0 1.26
CH;
18 12.04 0.69 (s) 11.8 0.64 (s)
19 19.39 1.01 (s) 194 1.02 (s)
21 21.21 1.02 (d, 7.6) 18.8 0.91
26 18.90 0.81 (d,6.8) 3H-27 19.4 0.82
27 21.08 0.84 (d, 6.7) 3H-26 19.8 0.81
29 12.24 0.80 (t, 6.8) 12.0 0.84
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EA2 foi identificada efetuando-se uma co-cromatografia com
padrado auténtico de B-sitosterol em dois tipos de placas cromatograficas
de fornecedores diferentes. Sendo a primeira a mais polar (Macherey-
Nagel Art. 818133), foi usado o sistema tolueno/acetato de etila (90:20),
enquanto para a segunda (Merck, Alemanha, Art. 105554) a razado desses
componentes foi 90:10. A outra fase moével wutilizada foi
cloroférmio/metanol (90:5 e 90:2). Em todas, os valores de Rf, coloracgao
no visivel ap6s aplicagcdo do reagente de Liebermann e coloracdao da
fluorescéncia no ultravioleta (365 nm) foram idénticos.

Os esterdides caracterizados diferenciam-se primordialmente pela

posicdo da dupla ligacdo nos carbonos 22-23 no estigmasterol (Fig. 4.14).

HO HO

Figura 4.14. Estrutura das moléculas de estigmasterol (A) e P-Sitosterol (B)
presentes em Acanthospermum hispidum.

Normalmente sdo isolados numa mistura; aqui o isolamento de
cada uma das moléculas foi conseguido devido a grande quantidade no
vegetal, principalmente do estigmasterol, que forneceu 730 mg (0,28%).
Em CCD este apresentou uma coloracdo azul quando revelado com
vanilina sulftirica e laranja com Lieberman-Burchard. O p-sitosterol por
sua vez, apresentou coloracdo azul quando revelada com vanilina
sulfarica e rosa, com Liebermann-Burchard, ambas apresentando um

mesmo valor de Rf.
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4.3. ESTUDO FARMACOERGASTICO

4.3.1. Sazonalidade

Nossas observagdes corroboram aquelas ja evidenciadas por
Miranda (1996), que, de fato, A. hispidum ndo mostrou variacdes
relevantes na sua fitoquimica em diferentes fenofases. Este aspecto,
aliado ao seu féacil manuseio, permite uma disponibilidade durante as

varias estacdes do ano (Fig. 4.15).

20 dias 30 dias 50 dias

Figura 4.15. Fases de crescimento de Acanthospermum hispidum a partir
da germinacao

4.3.2. Variagdo geografica
Nas amostras colhidas nas trés regides geogréaficas estudadas

(Zona da Mata, Agreste e Sertdo), nao foram observadas diferengas entre

as substancias consideradas como marcadores.
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4.3.3. Desenvolvimento do Cultive

O fato de que A. hispidum seja encontrada na natureza
principalmente como uma espécie invasora de culturas e a sua
ocorréncia restrita aos periodos chuvosos, levou a tentativa de cultivo,
baseada na observacdo da sua ocorréncia espontdnea, sempre nos
mesmos locais. O resultado deste trabalho foi a oferta de matéria-prima

durante todo o ano, sem alteragdes fitoquimicas (Fig. 4.16).

Figura 4.16. Canteiros com plantas transplantadas apos 25-30 dias de germinadas
(Olinda/PE, 2004).

62



CAPITULO V

ESTUDO DE ATIVIDADE BIOLOGICA
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5. ESTUDO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

5.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO
METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM PELO METODO DPPH -
METODO DO RADICAL LIVRE DPPH~* (1,1,-DIFENIL-2-PICRILHIDRAZIL)

Nos resultados obtidos nao foi observada atividade antioxidante

in vitro.

5.2. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO
METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM

A principal indicagdo medicinal da espécie estudada é para o
tratamento das bronquites asmaticas, aonde uma possivel atividade
antimicrobiana viria a acrescentar mais potencialidades na utilizagao de
Acanthospermum hispidum.

O estudo de atividade antimicrobiana mostrou uma discreta
efetividade do extrato bruto metandlico das raizes, frente aos
microrganimos testados: Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Serratia
marcescens, Mycobacterium smegmatis e Candida albincas. Nao havendo, no
entanto, atividade frente aos microrganimos: Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus faecalis. Os padrdes utilizados
foram Kanamicina (30pg/disco) e Cetoconazol (300pg/disco) A inibigdo
do extrato bruto da planta e dos padrdes para os microrganismos

testados sao observados na Fig 5.1.
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5 6 7 8
O EBM B Kanamicina [ Cetoconazol

Figura 5.1. Atividade antimicrobiana do extrato bruto de Acanthospermum hispidum
frente as cepas: 1) Bacillus subtilis; 2) Micrococcus luteus; 3) Serratia marcescens; 4)
Candida albicans; 5) Mycobacterium smegmatis; 6) Staphylococcus aureus; 7) Pseudomonas
aeruginosa e 8) Enterococcus faecalis.

5.3. DETERMINACAO DE CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI) DO
EXTRATO BRUTO METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM

Na determinacao da CMI sobre Candida albicans e Mycobacterium
smegmatis obteve-se como resultado a inibicdo do crescimento dos
microrganismos (halos variando, nas triplicatas de 14 a 17 mm para a
primeira e de 18 a 23 mm no segundo caso), nas concentragdes de
250pg/mL e 1000pg/ mL, respectivamente. Estes resultados demonstram
que, no caso da C. albicans, a CMI apresenta valor considerado

significativo (HOLETZ et al., 2002).
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5.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO BRUTO
METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM

Como uma complementacdo dos estudos toxicolégicos foi estudada
a atividade citotéxica em células cancerigenas e nao-cancerigenas. O
valor da Clso igual a 673 pg/mL para as células NCI-H292 nao
representa um valor significativo de citotoxicidade, visto que segundo o
Instituto Nacional do Cancer (GERAN, 1972), dos Estados Unidos da
Ameérica do Norte, para produtos de origem vegetal s6 sdo considerados
significativos valores < 30 pg/mL.

Por outro lado, o valor da Clso do produto frente as células HEp-2
e células VERO nao pode ser determinado em virtude da total auséncia
de citotoxicidade. Valores médios de inibicao, em qualquer das
concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL), ndo apresentaram

diferengas, ndo sendo possivel a determinagao da Clso.

5.5. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA PULMONAR DO
EXTRATO BRUTO METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM

A reacado inflamatdéria com seus tipicos sinais (calor, dor, rubor e
edema) é conseqiiéncia da liberagdo de produtos bioativos tais como:
prostaglandinas, leucotrienos, FNT (fator de necrose tumoral) e
interleucinas, entre outros. Nestes casos o recrutamento de leucdcitos
resulta em migragdo unidirecional de células inflamatérias, principalmente,
neutr6filos e mondcitos. Esta é a base do presente ensaio, onde sao
realizadas as contagens total e diferencial destas células inflamatorias,
ap6s estimulo com 1 mg/kg de peso de lipopolissacaridio de Escherichia
coli (LPS) com conseqiiente migracao celular para os alvéolos

pulmonares.
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5.5.1. Contagem total de células

Apods andlise estatistica observa-se que o grupo tratado com o
extrato da planta (EBM) foi comparado, primeiramente ao grupo
controle (com uso apenas de soluc¢do salina), e depois ao grupo tratado
com dexametasona. Os dados foram expressos em média * desvio
padrdo. Aplicando-se o teste de Mann-Whitney, ndo houve diferencas
significativas de acdo entre os trés grupos, apesar de o grupo EBM ter
apresentado contagem um pouco menor de células totais. O desvio
padrado (p) encontrado entre os grupos foi: Controle x EMB = 0,432 e
entre EMB x Dexametasona = 0,832, todos sem diferenga significativa,

conforme se pode observar na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Gréfico representativo da contagem total de células inflamatérias de
lavado broncoalveolar em ratos, usando extrato de Acanthospermum hispidum,
comparativamente com um grupo controle (salina) e um grupo com dexametasona.

Os valores de “p” foram: Controle x Extrato = 0,432 e Extrato x Dexametasona =
0,832.
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5.5.2. Contagem diferencial de Células

Neutréfilos - Em relacdo aos neutréfilos, as principais células
envolvidas no processo inflamatdério, embora a dexametasona tenha sido
significativamente mais potente (p = 0,017) que o EBM em inibir o
recrutamento destas células para o pulmao, também houve uma
significante acdo do EBM em relacdo ao grupo controle (p=0,04),

conforme se pode observar na Fig. 5.3.

B Controle EBEBM [CODexametasona

Figura 5.3. Grafico representativo da contagem diferencial de neutréfilos em lavado
broncoalveolar de ratos tratados com Acanthospermum hispidum comparativamente

“” 4

com grupo controle e grupo tratado com dexametasona. Os valores de “p” foram:
Controle x EBM = 0,04 e EBM x Dexametasona = 0,017.

Eosinéfilos - A contagem diferencial dos eosinéfilos, que estdo
envolvidos nas reacdes alérgicas, nos grupos, tratado com EBM, controle
e dexametasona, aplicado o Teste Mann-Whitney, mostrou diferenca
significativa entre os grupos Controle x EBM (p = 0,04), porém, néo
significativa entre os grupos EMB x Dexametasona (p = 0,41), conforme

se pode observar na Fig. 5.4.
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Figura 5.4. Gréfico representativo da contagem diferencial de eosinéfilos em lavado
broncoalveolar de ratos tratados com Acanthospermum hispidum comparativamente

“” 7

com grupo controle e grupo tratado com dexametasona. Os valores de “p” foram:
Controle x EBM = 0,04 e EBM x Dexametasona = 0,41.

Do exposto se pode resumir que, apesar de os valores da contagem
de células totais terem sido um pouco menor no grupo EBM, as
diferencas ndo foram significativas entre os trés grupos. Porém, se
observa uma inibicdo seletiva da migracdo de neutréfilos, com
diferencas significativas entre os grupos EBM X Controle (p = 0,04), da
mesma forma que ocorre com a contagem de eosinéfilos, também com
significAncia entre EBM X Controle (p = 0,04), porém nao significativa
entre EBM e Dexametasona (p = 0,41), o que aproxima acao inibidora do

processo nesses dois grupos.
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CAPITULO VI

FARMACOTECNICA
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6. FARMACOTECNICA*

A escolha da forma farmacéutica do xarope como apresentacdao do
fitoterdpico nos pareceu uma boa opgdo, para administracdo, sobretudo
em criancas e idosos, em virtude da incapacidade que alguns pacientes
encontram em deglutir formas farmacéuticas sélidas. De acordo com a
definicdo, solugdes sdo preparagdes liquidas, que contém uma ou mais
substancias quimicas, dissolvidas num solvente adequado, ou numa
mistura de solventes mutuamente misciveis (ANSEL, 2000, USP 23).

Dentre os aditivos utilizados nos xaropes, encontram-se os
antimicrobianos (acido benzéico 0,1- 0,2%, benzoato de s6dio 0,1-0,2%, e
combinacdes diversas dos parabenos, seja o metil, propil ou butil num
total de aproximadamente 0,1%), os flavorizantes (sejam sintéticos ou
naturais, que servem para dar sabor a preparagdo), os corantes
(utilizados para tornar a preparagdo mais atraente). Outros aditivos
podem ser utilizados, se necessario, como solventes especiais, agentes
solubilizantes, espessantes, entre outros, sendo importante tanto a
estabilidade fisica, quanto quimica das solug¢des, nos seus devidos
recipientes. Uma solugcdo deve manter sua limpidez, cor, aroma, sabor e
viscosidade iniciais durante seu tempo na prateleira.

Baseada no uso popular de A. hispidum, o xarope foi desenvolvido
pela equipe da Prefeitura Municipal de Olinda, ha quase duas décadas,
constituindo-se na primeira tentativa de padronizacdo de uma forma
farmacéutica para oferta a populacdo, atendida na rede de sattde. Algum
tempo depois, ja era possivel encontra-lo em servigcos publicos de varios
outros municipios, a0 mesmo tempo em que apareciam o0s primeiros
produtos comerciais, fabricados artesanalmente por particulares (cf. Fig.
6.1), despertando o interesse pelo estudo comparativo entre estes varios

produtos, utilizando como padrdao uma amostra confeccionada em

Olinda.

* De acordo com a RDC 01/2005 - ANVISA
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Figura 6.1.. Produtos contendo Acanthospermum hispidum: 1 a 4 produtos
comercializados na Regido Metropolitano do Recife (2007) e 5 xarope-padrao.

6.1. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE PRODUTOS DO MERCADO

6.1.1. Propriedades Organolépticas

A grande diversidade de produtos encontrados sem nenhuma
dificuldade no comércio de Recife levantou a possibilidade de
comparagao entre eles. Assim, foram separadas cinco porcdes de
amostras de produtos manipulados com A. hispidum onde foram

observados aspectos de limpidez e coloracao (Fig. 6.2).

Figura 6.2.: Coloracdo e transparéncia dos produtos de Acanthospermum hispidum (1
a 4) comercializados na Regido Metropolitano do Recife (2007) e xarope-padrao (5).
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A variacdo nas propriedades organolépticas é provavelmente
devida aos diferentes componentes, como alho, cravo da India, prépolis,

etc., utilizados pelos diferentes fabricantes (Quadro 6.1).

Quadro 6.1.: Propriedades organolépticas dos produtos de Acanthospermum hispidum
encontrados na Regido Metropolitano do Recife

Produtos Coloracao Aroma Sabor

1 Amarelo-claro Abacaxi Abacaxi
transparente

2 Marrom-claro Alho Alho

turvo

3 Amarelo-claro Proépolis Préopolis/mel
transparente

4 Marrom escuro Cravo da India Cravo da India

5 Marrom Alho Alho

1 a 4 produtos comercializados em Recife e 5 xarope-padrao

6.1.2. Testes Fisico-quimicos

Testes fisico-quimicos de viscosidade, densidade e medida de pH,
também foram realizados com os mesmos produtos, sendo os resultados

apresentados no Tabela 6.1 a seguir:

Tabela 6.1.: Propriedades fisico-quimicas de xaropes de Acanthospermum

Produto pH Viscosidade Densidade
1 4,28 53,6 1,2456
2 5,52 76,1 1,2514
3 4,77 67,1 1,2583
4 5,62 108,0 1,2896
5 5,95 189,4 1,2792

De 1 a 4 Produtos comerciais e 5 xarope-padrao
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Nos parametros fisico-quimicos comparativamente com o
xarope-padrao a variagdo do pH foi mais evidente na amostra de n°. 1;
em relacdo a viscosidade, apenas a amostra n°. 4 se aproximou do
xarope-padrdo, enquanto na densidade houve uma uniformidade nas
leituras. A analise quantitativa, ndo foi realizada, uma vez que o
método para o doseamento de ester6ides como marcadores para os

xaropes, ndo foi ainda validado.

6.2. CONTROLE DE QUALIDADE DOS XAROPES

6.2.1. Analise por Cromatografia em Camada Delgada

O controle de qualidade dos xaropes foi realizado através de
comparacdo qualitativa por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando-se o0s marcadores esteroidais isolados (PB-sitosterol e
estigmasterol). Os resultados ndo foram totalmente esclarecedores
devido a diversidade de coloracdo nas manchas cromatogréficas
reveladas, pela composicdao variada dos xaropes comerciais, como se
pode observar na Figura 6.3. Através da CDD o que mais se assemelha

ao xarope-padrdo (5) é a amostra n°. 3.

Figura 6.3. Cromatograma das amostras de xaropes comerciais (1 a 4) e xarope
padrdo (5), comparativamente com os marcadores f3-sitosterol e estigmasterol (6 e 7).
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No screening fitoquimico da raiz de A. hispidum foram detectados
mono e sesquiterpenos, triterpenos, esterdides, acgucares redutores,
flavonodides, fenilpropandides e derivados cindmicos (cf. Quadro 4.3,
pagina 57). Além destes, foram detectados ainda o timol, derivados de

verbascosideos e do 4cido clorogénico.

6.2.2. Doseamento de esterdides totais

O doseamento de esterdides totais a partir do kit comercial de
doseamento do colesterol COD-PAP, no plasma foi pensado como uma
possibilidade de método quantitativo para o controle de qualidade,
tanto da matéria-prima, como do produto acabado. Este doseamento se
baseia na determinacdo dos ésteres de colesterol, que sdao hidrolisados
pela enzima colesterol esterase, produzindo colesterol livre. Este, em
presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, produz perdxido de
hidrogénio, que sob a acdo da peroxidase, em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado (quinonimina)
com maximo de absor¢do em 500 nm.

E sabido que algumas plantas apresentam quantidades
significativas de esteréides. Duas espécies, Maytenus vrigida e
Aspidospema pyrifolium, foram escolhidas para o estudo, por ja se saber
de antemdo que a primeira tem quantidades de esterdides bem
marcantes e a segunda, um pouco menos. Dessa forma as duas foram
usadas neste estudo, comparativamente com A. hispidum, onde
aparentemente os esterdides se encontram ainda em menor
concentragdo. Este dado foi confirmado tanto na presente leitura quanto

qualitativamente, por CCD (Tabela. 6.2).
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Tabela 6.2 Resultados das leituras de doseamento de esterdides totais em
Acanthospermum hispidum comparativamente com Aspidospermum pyrifolium e
Maytenus rigida

Espécies vegetais Parte da planta 500 nm mg/dL
A. hispidum raizes 0,014 6,08
A. pyrifolium tolhas 0,032 13,91
M. rigida folhas 0,220 95,62
Colesterol - 0,460 -

De posse dos resultados anteriores foram realizadas as leituras do
xarope acabado recém produzido e apés 30 dias. Neste caso, observou-
se uma reducdao dos esterdides totais, conforme dados da Tabela 6.3.
Vale ressaltar que este método foi criado para uso em plasma ou soro,

necessitando, portanto de validagao.

Tabela 6.3. Dosagens de esterdides totais nos xaropes

Tempo 500 nm Mg/dL
1° dia 0,012 5,21
30° dia 0,010 4,34

6.3. DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA XAROPE

Baseado nos diferentes xaropes de Acanthospermum hispidum
encontrados no mercado, que apresentam composi¢des das mais
diversas, associando esta, a outras plantas como, o alho, a alfavaca, a
hortela, além de propolis e mel, foi realizada uma preparacao
exclusivamente com o extrato da espécie de interesse, no laboratério,
para servir como padrdo de comparagdo entre todas as outras férmulas

ja citadas, além da realizacdo do estudo da estabilidade.
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6.4. ESTABILIDADE

Para realizacdo do estudo de estabilidade, sdao avaliadas as
caracteristicas organolépticas, caracteristicas macroscépicas, pH,
viscosidade e doseamento de esterdides como colesterol. No momento,
as preparacdes estdo sendo submetidas a estabilidade de prateleira, e

estudo de estabilidade acelerada.

Em conclusao, é evidente a necessidade de dar continuidade a este
trabalho, com o objetivo de contribuir para o controle de qualidade
destes fitoterdpicos, expostos ao uso comercial por décadas sem os

devidos cuidados.
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6.6. PROPOSTA DE ROTULO

- Laboratério de Fitoterapia de Olinda

PE 15, KM 3, Cidade Tabajara, Olinda/PE tel: (81) 3429 1121

§ *! g L CGC 000 000 000 0001-54
' Farmacéutico Responsavel: Dr. Claudio Galeno CRF coooo1

Karope Anhasmdlico de £spluho—els-o|5¢mo

Expectorante e broncodilatador, nos processos respiratdrios alérgicos e produtivos

Composicio: o
Cada colher-medida (10 mL) contém: POSO]O.gla. .
Nas crises: Criancas: >2

@ Acanthospermuam hispidum (20%) 1,36 mL anos (1/2 co]her—med_lc.la) €
Allion sationn 0,12g adultos (1 colher-medida)
Cynammomum zeylanictin .. ig de 6 / 6 horas.

Xerope simples g.s.p 10mL Preventivo: 1 colher

Fab.: 31/10/2007 (conforme a idade) ao deitar
Vél: por X meses durante dois meses

ATENCAO: Este é um produto ainda sob pesquisa. Guardar em local
ventilado, ao abrigo da luz, dentro da embalagem original e longe do
alcance de criancas. Para maiores esclarecimentos VIDE BULA.
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Id

6.7. PROPOSTA DE BULA PARA O MEDICAMENTOS

entificac¢ao do
Medicamento:

—— e

Informacdes ao

Paciente:

Indicagdes:

Contra-
indicacoes:

XAROPE DE ESPINHO-DE-CIGANO

Nome comercial:
Xarope de Espinho-de-Cigano

Composicao:

Cada medida (10 mL) contém:
Tintura de Acanthospermumm hispidum (20%) ........... 1,36 mL
ALTTUM SATTOUML oo et 0,12 g
Cynammomum zeylanicum ...........cooooviiiiiiiiiiinn... 4¢g
Xarope simples .5 P eeeeeeeiiieiiiiiiiiiiiii 10 mL

Forma Farmacéutica & Apresentacao

Xarope de Espinho-de-Cigano (Acanthospermumm hispidum). Embalagens
em vidro ambar com 200 mL para uso oral. Acompanha uma colher-
medida (10 mL).

Uso Pediatrico & Adulto

O Espinho-de-cigano tem suas raizes empregadas popularmente no
tratamento de “cansaco” na regido nordeste do Brasil. Desde o final dos
anos 80 vem sendo utilizada nos Servi¢cos de Saude Publica de varias
Prefeituras, e, mais recentemente, comercializado. Apesar de ndo se ter
esclarecido ainda seu mecanismo de agdo, algumas pesquisas ja sugerem
segurancga e apontam para algumas a¢des que confirmam o uso popular.
Assim, observou-se uma atividade anti-histaminica, que seria compativel
com seu uso em casos de asma alérgica, além de relaxamento de vasos
(hipotensdo) que poderia ser semelhante a uma possivel acdo nos
bronquios. Mostrou ainda boa atividade antimicrobiana. Na aplicacado
deste xarope tem-se observado uma resposta melhor com o uso continuo,
preventivo. Este fato se traduz em vantagem em relacdo a outros
medicamentos de uso continuo, que em geral sdo acompanhados de
efeitos colaterais.

O Xarope de Espinho—-de-Cigano esta indicado nos processos de rinites
e asma alérgicas, bronquites alérgicas agudas ou cronicas.

e Por absoluta falta de estudos em humanos, este produto esta
totalmente contra-indicado em gestantes, em qualquer periodo da
gravidez.

e A utilizacdo de agtucar e dlcool na formulagdo torna este produto
contar-indicado para uso por pessoas poratadoras de diabestes,
disfungdo hepética (cirrose, hepatite, alccolismo) ou renal.

5 Resolugdao-RDC n° 140, de 29 de maio de 2003.
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Precaucdes:

Interacdes
medicamentosas:

Efeitos
Indesejados:

Caracterisitcas:

Modo de usar &
Posologia:

Cuidados:

Dizeres legais:

—_— e

e Mesmo em pequena quantidade, a wutilizacdo de tintura
hidroalcoélica na preparacao Xarope de Acanthospermum o torna
contra-indicado para criangas abaixo dos dois anos de idade.

Embora seja utilizado na préatica ha quase duas décadas, ndo existe até o
momento estudos dando conta de interagGes com outros medicamentos.
Até o momento ndo existe registro de casos de efeitos colaterais ou
indesejados, nem reagdes adversas com o uso deste medicamento.

O Xarope de Espinho-de-Cigano apresenta-se de aspécto um pouco
turvo, com coloracdo amarelo-escura. Tem cheiro e sabor predominante
de canela. Apresenca de espuma e cheiro ou sabor acido denontam
contaminacdo por agentes microbianos devendo ser desprezado.

Criancas de 3 - 7 anos: Nas crises usar uma colher-medida, via oral, 3 a

4 vezes ao dia. Como preventivo, um colher-medida toda noite, durante

dois meses.

Criancas maiores e adultos: Usar o mesmo esquema de tratamento

aumentando a dose para uma colher-das-de-sopa.

e Informe ao seu médico o aparecimento de reagdes indesejaveis;

e Informe ao seu médico se vocé estda fazendo uso de algum outro
medicamento

e Nao use medicamento sem o conhecimento do seu médico. Pode ser
perigoso para a sua satde

e Siga a orientacdo de seu médico, respeitando sempre os horarios, as
doses e a duracdo do tratamento;

e Siga corretamente o modo de usar. Nao desaparecendo os sintomas,
procure orientagdo médica;

e Nd&o use o medicamento com o prazo de validade vencido. Antes de
usar observe o aspecto do medicamento, e

Atencao:

e Este é um medicamento novo e, embora as pesquisas tenham
indicado seguranca aceitdvel para comercializacdo, efeitos
indesejdveis e ndo conhecidos podem ocorrer. Neste caso, informe
seu médico.

e Em caso de superdosagens ficar alerta para os sintomas, pela
presenca de alcool na formulacéo.

e O medicamento deve ser guardado em local fresco, ao abrigo da luz,
em sua embalagem original.

e Manter fora do alcance das criancas;

Ntumero do registro na ANVISA/MS;

Farmacéutico responsavel:

Inscrigdo no CRF:

Nome completo e endereco do fabricante e do titular do registro.
Cadastro Nacional de Pessoa Juridica, CNPJ.

Telefone do Servigo da Empresa de Atendimento ao Consumidor.
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CAPITULO VII

SECCAO EXPERIMENTAL
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7. SECCAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo encontram-se detalhadas todas as metodologias

utilizadas em cada abordagem disciplinar.

7.1. METODOLOGIAS DO ESTUDO FARMACOGNOSTICO

7.1.1. Farmacobotanica

7.1.1.1. Anatomia & Histologia

Exemplares dessecados de A. hispidum foram levados ao IPA para
identificacdo desde as primeiras tentativas de cultivo em Olinda, em
1997 (cf. Anexo III). No presente trabalho A. hispidum foi coletado nos
jardins de cultivo do Laboratério de Farmacognosia da UFPE, em Recife,
e os de A. australe em Camaragibe, regido metropolitana do Recife,
estando um exemplar de cada espécie depositado no Herbadrio Dardano
de Andrade Lima (IPA - 73350 e 73437, respectivamente.).

Folhas completamente expandidas, sem qualquer dano visivel,
foram removidas de cada individuo e fixadas em FAA 50 (formaldeido,
acido acético, etanol, dgua, 5:5:45:45). Laminas semipermanentes foram
confeccionadas e as seccdes transversais e paradérmicas foram coradas
com safranina e azul de astra (JOHANSEN, 1940).

As descri¢des anatdmicas foram baseadas em Metcalf & Chalk (1972
e 1988) e a classificacdo dos estomatos seguiu Baranova (1987). As
observacOes e as andlises foram feitas em imagens digitais, com o
programa de anélise Image Tool (WILCOX et al, 2002). As barras foram
determinadas a partir de imagens de uma lamina micrometrada, nas

mesmas condi¢des das imagens das seccdes originais da planta.
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7.1.1.2. Histoquimica

Seccdes transversais da raiz, caule e regido mediana da lamina
foliar foram utilizadas para as andalises histoquimicas. Alcal6éides foram
testados com reagente de Wagner (FURR & MAHLBERG, 1981), amido com
lugol (JOHANSEN, 1940), compostos fendlicos gerais com cloreto férrico
(JOHANSEN, 1940), lignina com floroglucina acida (KRAUS & ARDUIM,
1997) e lipideos, cutina e suberina com Sudan III (SASS, 1951) e
proantocianidinas (taninos) com vanilina cloridrica (RICCO et al., 2002).

A cor produzida na lamina foi fotografada em diferentes
aumentos, usando camera digital (Sony WJ5) e microscépio O6ptico

(Olympus).

7.1.1.3. Anélise do p6 da Droga

Laminas semipermanentes foram confeccionadas de fragmentos de
raiz, com aproximadamente 1 cm de comprimento, imersos em uma
mistura de acido crdémico e acido nitrico, na proporcao de 1:1. Os
fragmentos foram mantidos nesta solucdao por um periodo de 24 horas
sendo a solugdo foi trocada toda vez que se tornava escura. As amostras
foram lavadas em 4gua destilada, sucessivas vezes, e lavadas em
solucao de alcool a 50%, depois coradas com safranina alcodélica a 1% em
etanol a 50% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas trés vezes em
etanol a 30% para a retirada do excesso do corante. O material foi
montado em glicerina aquosa a 60% (KRAUS & ARDUIM, 1997).

Uma amostra dos tipos celulares foi utilizada para realizar
medi¢des do comprimento e largura dos principais elementos celulares,
como vasos de xilema, fibras e células de parénquima de, pelo menos,

trés individuos.
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Observacdes e analises foram feitas em imagens digitais e
programa de andalise Image Tool (WILCOX et al., 2002). As barras foram
determinadas a partir de imagens de uma lamina micrometrada, nas

mesmas condi¢cdes das imagens dos cortes da planta.

7.1.2. Farmacoquimica

7.1.2.1. Testes de pureza

Nos testes de pureza, as determinac¢des da perda por dessecacao,
do teor de cinzas totais e de cinzas insoltdveis em &cido, foram
realizadas segundo a Farmacopéia Brasileira IV (2000).

A Determinacdao da perda por dessecacao foi feita em trés
amostras de 3 g de droga vegetal em pesa-filtro, previamente tarado, as
quais foram colocadas em estufa a 105° C, por 2 horas, resfriadas em
dessecador por 30 min., repetindo-se o processo até peso constante.

Para a determinacdo do Teor de cinzas totais, trés amostras de 3 g
da droga vegetal foram acondicionadas em cadinhos de porcelana,
previamente pesados e carbonizadas em mufla a 400° C, por 4- 5 horas;
resfriadas em dessecador e repesadas até obtencdo de valor constante.
Calculou-se o teor de cinzas totais pela diferenca entre o peso do
conjunto cadinho e amostra, antes e apds a incineracao.

A determinacdo das Cinzas insolaveis em acido foi realizada em
25 mL de &cido cloridrico a 10%, em cadinho contendo residuos das
cinzas totais, fervidos por 5 min, filtrado duas vezes em papel de filtro
com tarja preta. Apés lavagem do papel de filtro, com dgua fervente até
obter pH neutro, acondicionou-se o papel de filtro em um segundo
cadinho, tarado e pesado. Carbonizou-se a 100°C na mufla por 4-5
horas, até peso constante, resfriou-se no dessecador e pesou-se o

cadinho.
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7.1.2.2. Prospeccdo (Perfil fitoquimico dos extratos brutos de raiz, caule e folha)

Para a prospeccao fitoquimica, foram preparadas infusdes
metandlicas de 20 mL, contendo amostras com 1 g de raizes, caules e
folhas; aliquotas de 10 pL foram submetidas a cromatografia em camada
delgada (CCD), para andlise da presenca de grupos de metabdlitos
secundarios, empregando-se diversas fases moveis e reveladores
especificos (HARBONE, 1998; WAGNER & BLADT, 1996; XAVIER et al.,, 2002;
SENNA FILHO et al., 2006).

Esta prospeccao foi realizada utilizando-se placas de silica gel 60
F254 (Merck, Alemanha, Art.105554 e Macherey-Nagel Art. 818.133).
Como fases moéveis, foram wusadas na investigacdo de substancias
polares, a mistura descrita por Wagner, 1996, constituida por Acetato de
etila/Acido férmico/Acido acético/Agua [100:11:11:26], para aquelas de
polaridade mediana, uma variante desta fase moével, diminuindo-se as
porcdes dos acidos e de 4agua, definidos para 5 e 2 partes,
respectivamente. Para os componentes de polaridade mais baixas, tais
como terpendides e polifendis simples, foram empregados a mistura
Tolueno/Acetato de etila [97:3 ou 90:12]. Para cromatografia de oses e
polidis, a mistura n-Butanol/Acetona/Tampao fosfato, pH 5,0 [40:50:10]
(RUSSEL, 1983). A caracterizagdo dos grupos de metabédlitos presentes nos
cromatogramas foi efetuada empregando-se diversos reativos
cromogénicos (cf. Quadro 7.1). Os testes de afrogenicidade, para

saponosideos, foram desenvolvidos em tubos de ensaio.
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Quadro 7.1: Metabélitos, fases méveis e reagentes de caracterizacao.

METABOLITOS FASE MOVEL REVELADOR REFERENCIA
Alcal6ides AcOEt-AF-AcOH- H,O Dragendorff WAGNER, 1996
(100:11:11:27)
Monoterpendéides e Benzeno-AcOEt Vanilina sulftrica WAGNER, 1996
Sesquiterpendides (97:3)
Diterpendides Benzeno-AcOEFEt Vanilina sulfarica WAGNER, 1996
(93:7)
Triterpendides e AcOEt-AF-AcOH- H,O Lieberman/Burchard HARBONE, 1998
Esteroéides (100:0,5:0,5:0,5)
Iridoides AcOEt-AF-AcOH- H,O Vanilina sulftrica SA BARRETO,
(100:11:11:27) 2005
Saponinas AcOEt-AF-AcOH- H,O Anisaldeido WAGNER, 1996
(100:11:11:27)
Acucares n-BuOH-Me,CO- TPPOs | Cloreto de Trifeniltetrazolio METZ, 1961
(40:50:10)
Glicosideos Cardiacos AcOEt-MeOH-H,O Kedde WAGNER, 1996
(100:13,5:10)
Polifendis:
Cumarinas Et;O-Tolueno-AcOH 10% U. V. WAGNER, 1996
(50:50:50)
Derivados cindmicos AcOEt-AF-AcOH- H,O Difenilboriloxietilamina XAVIER, 1988
(100:11:11:27)
Flavonoéides AcOEt-AF-AcOH- H,O Difenilboriloxietilamina XAVIER, 1988
(100:11:11:27)
Proantocianidinas AcOEt-AF-AcOH- H,O Vanilina cloridrica ROBERTSON,
condensadas e (100:11:11:27) 1955
Leucoantocianidinas
Taninos hidrolizaveis n-BuOH-Me,CO- TPPO, Difenilboriloxietilamina XAVIER, 2002
(40:50:10) Alumem de ferro STIASNY,1912

Para a investigacdo dos polifendis presentes nas raizes, procedeu-
se a uma hidrélise acida do extrato bruto metandlico (EBM),
empregando-se HCI 2N, mantendo-se sob refluxo durante 3 horas
(MAHKHAM, 1981). Uma analise do hidrolisado, apds eliminagdo da
acidez por tratamento com Duolite S-861 mostrou em CCD (celulose
Merck, Alemanha, Art. 105554), empregando-se como fase moével Acetato de
Etila/Cloroférmio/Metanol/  Acetona/Agua (20:20:2:1:0,5), a presenca

majoritaria de dcido caféico.
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7.1.2.3. Extracdo, Isolamento & Identificacdo de constituintes presentes
do extrato hexanico

Raizes secas e pulverizadas (620 g) foram submetidas a uma
extragdo a frio, com metanol, sob agitagdo esporadica durante 48 horas.
O extrato resultante foi submetido a evaporacdo a vacuo, fornecendo 15
g de extrato bruto metanélico (EBM). Este foi cromatografado em
coluna, utilizando-se 120 g de silica gel (Merck, Germany 70-230 mesh).
Procedeu-se a eluicdo, inicialmente com n-hexano, prosseguindo-se, em
ordem crescente de polaridade, com acetato de etila (2%, 5%, 10% e
100%), seguido de acetato de etila/metanol (2% e 5%). O volume
aproximado de cada fragdao foi de 50 mL, obtendo-se desta forma um
total de 150 fracdes, sendo monitoradas por CCD.

As fragdes de 34 a 36 foram juntas e ap6s eliminacdo do solvente a
vacuo, forneceu 730 mg de um sélido branco (EA-1), o qual foi
submetido a recristalizacdo em hexano, resultando na obtencao de
material cromatograficamente puro. As fragdes de 58 a 72 (180 mg),
foram reunidas e apds eliminagdo do solvente, recromatografadas em
silica gel com n-hexano, aumentando-se gradativamente a polaridade
com tolueno (2%, 5%, 10% e 100%). No total foram obtidas 89 fragdes. As
fracdes de 14 a 19 foram reunidas mostrando, ap6és a evaporacdao do
solvente, um sélido branco, ainda contendo impurezas, quando
submetido a CCD, portanto, como na outra fracdo, recromatografada,
resultando em 156,2 mg de um sélido branco amorfo (EA-2).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C e
experimentos em 2D (COSY, HMQC e HMBC), em CDCls;, foram
registrados em espectrometros Bruker DRX-500 (H 500MHz e 13C 125
MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados tendo o TMS como

padrao interno.
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7.1.3. Estudo Farmacoergastico

7.1.3.1. Sazonalidade

No presente ensaio, canteiros foram semeados mensalmente,
durante um ano, e as plantas com 90 dias de germinadas, colhidas
também mensalmente, tendo os extratos brutos metandlicos analisados

em CCD.

7.1.3.2. Variacdo geogréfica

Realizagdo de estudos fitoquimicos em amostras de A. hispidum
recolhidas das trés regides geograficas do Estado: Zona da Mata,

Agreste e Sertao.

7.1.3.3. Desenvolvimento do Cultivo

O cultivo foi desenvolvido em canteiros adubados com 3 kg de
composto urbano por m?, acrescido de 100g/m? da formulacao NPK (40-
20-40). A dificuldade inicial de germinacado foi contornada com irrigacdo
continua, seguida do transplante das plantulas germinadas apds 2 -3

semanas.
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7.2. METODOLOGIAS DO ESTUDO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

7.2.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO
METANOLICO DE ACANTHOSPERMUM HISPIDUM PELO METODO DPPH -
METODO DO RADICAL LIVRE DPPH~* (1,1,-DIFENIL-2-PICRILHIDRAZIL)

Uma solugdo estoque de DPPH em metanol, na concentragao de 0,4
mM foi preparada. A partir desta, foram feitas dilui¢des de 0.2, 0.1, 0.05,
0.025 e 0.0125 mM. A curva de calibragcdo foi construida a partir dos
valores da absorbéancia a 517 nm de todas as solugodes.

Aliquotas (0,6 mL) das solucdes metandlicas de Acanthospermum
hispidum, com concentra¢des totais de 25, 50 e 100 pg/mL, foram
colocadas em diferentes tubos de ensaio. Em seguida, 5,4 mL da solucado
de DPPH em metanol (0,05 mM) foram adicionados e, ap6s agitacdo, os
tubos foram deixados em repouso, ao abrigo da luz. Ao final de 15, 30,
45 e 60 min, a absorbancia foi medida a 517 nm e a capacidade de
seqliestrar o radical, expressa como percentual de inibigdo, calculada de

acordo com a seguinte equacdo matemadtica:

Abs controle - Abs da amostra x 100
Abs controle

% inibicao =

Onde: Abs controle = absorbdncia do controle (solucdo de DPPH
sem antioxidante)

Abs amostra = absorbancia da amostra a ser testada

O mesmo procedimento foi realizado empregando-se solugdes
metanoélicas de padrdo rutina, nas concentragdes de 12,5; 25,0; 50,0;
100,0 e 200,0 pg/mL, para a construgcdo de uma curva padrdao (MELO et al.,
2006).
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Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
apresentados como média + desvio padrdo (DP). O teste t foi utilizado
para comparacao entre duas médias e a andlise de varidncia ANOVA
utilizada para comparacdo de mais de duas médias. Valores de p < 0,05

foram considerados como indicativos de significancia.

7.2.2. Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Metanédlico de

Acanthospermum hispidum

A atividade antimicrobiana in vitro foi realizada pelo método de
difusdo em disco de papel em meio s6lido (BAUER et al, 1966), onde foram
utilizados para o teste dez tipos de microrganismos, representantes dos
grupos de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus - UFPEDA 01;
Bacillus subtilis - UFPEDA 16; Enterococcus faecalis - UFPEDA 138;
Micrococcus luteus UFPEDA 06; bactérias Gram-negativas: Escherichia coli
- UFPEDA 224; Pseudomonas aeruginosa — UFPEDA 39; Serratia marcescens -
UFPEDA 398; um bacilo 4lcool-acido resistente: Mycobacterium smegmatis
W - UFPEDA 71; fungo filamentoso Monilia sitophila UFPEDA 2083; e
levedura Candida albicans UFPEDA 1007. Os microrganismos fazem parte

da colegdo de culturas do Departamento de Antibiéticos da UFPE.

As suspensdes foram preparadas em solucgdo salina 0,89%, a partir
de culturas recentes e padronizadas a uma densidade 6ptica de 0,2 de
absorbancia a 600nm, equivalente a turvacao do tubo 0,5 da escala de
McFarland (BARRY, 1986; KONEMAN, 1997), correspondente a uma

concentragdo de aproximadamente 108 UFC/mL.

Placas de Petri contendo meios de cultivo s6lidos, Mueller-Hinton
agar (para S. aureus, B. subtilis, M. luteus, E. coli. P. aeruginosa, e S.
marcescens), meio glicose-extrato de levedura-GL (para E. faecalis e M.

smegmatis) e Sabouraud (para C. albicans e M. sitophila), foram semeadas
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com 0,01 mL da suspensdo do microrganismo teste. Sobre o meio
inoculado, foram colocados em discos de papel, de 6 mm de diametro,
saturados com 20 pL e 10 pL da solug¢do 30.000 pg/mL e 200.000 pg/mL,
correspondente a 600 pg e 2.000 pg do extrato bruto, respectivamente.
Os discos foram colocados na superficie do meio s6lido, previamente
semeado e as placas mantidas em geladeira (12°C) por 30 minutos, para
difusdo do principio ativo no meio, antes de iniciado o crescimento dos
microrganismos (CHIAPPETA et al, 1999). Apods o periodo de difusdo foram
incubadas, durante 24 e 48h, a temperatura de 30 e 37°C.

Os antibioticos Kanamicina e Cetoconazol foram utilizados no
testes como antibidticos padrdes, nas concentragdes de 30 pg/disco e

300 pg/disco, respectivamente.

Para a kanamicina, halos maiores ou iguais a 18 mm foram
considerados indicativos de sensibilidade, halos variando de 14 a 17 mm
indicativos de sensibilidade moderada e halos menores ou iguais a 13

mm, indicativos de resisténcia do microrganismo teste (BAUER et. al,

1966).

Para o cetoconazol, utilizado nos testes como padrdao, halos
maiores que 15 mm foram considerados indicativos de alta
sensibilidade, halos entre 10 e 15 mm indicativos de sensibilidade
moderada e halos inferiores a 10 mm indicativos de resisténcia do

microrganismo teste (BIER, 1978).

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como média * desvio padrdo e avaliadas empregando-se andalise de
varidncia de um fator (ANOVA), tomando-se o valor de p<0,05 como
nivel de significadncia estatistica. Halos iguais e superiores a 10 mm
foram considerados significativos de atividade antibiética dos extratos,
com base nas recentes publicagdes, onde halos de 8 mm sao referidos
como representativos para extratos brutos de origem vegetal (AWADH et

al, 2001; BAKSHU et al, 2001, CHOWDHURY et al, 2002; KHAN et al, 2001).
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7.2.3. Determinacao de Concentracio Minima Inibitéria (CMI) do

Extrato Bruto Metanélico de Acanthospermum hispidum

A Concentracdao Minima Inibitéria (CMI) foi determinada para os
extratos que exibiram melhor atividade contra os microrganismos testes,
sendo valores iguais ou superiores a 1000pg/mL considerados ndo
significativos (HOLETZ et al., 2002). De cada extrato a ser testado,
foram preparadas solugdes 20.000 pg/mL em DMSO. Aliquotas de
volumes variados dessas solu¢des foram colocados em placas de Petri e
incorporadas a 10 mL do meio de cultura por homogeizacdo, obtendo
assim, diferentes concentracdes das substancias na placa (1000, 500, 250,
125, 62,5 e 31,25 pg/mL). As placas contendo as substancias, bem como
as placas controle (contendo apenas o meio de cultura), foram semeadas
em estrias com as suspensdes padronizadas dos microrganismos testes e

incubadas a 379C por 24 horas.

Kanamicina e Cetoconazol foram wutilizados no testes como
padrdes, nas concentragdes de 30 pnpg/disco e 300 pg/disco,
respectivamente. Para a primeira, halos maiores ou iguais a 18 mm
foram considerados indicativos de sensibilidade, halos variando de 14 a
17 mm indicativos de sensibilidade moderada e halos menores ou iguais
a 13 mm, indicativos de resisténcia do microrganismo teste (BAUER et.
al, 1966). Para o cetoconazol, halos maiores que 15 mm foram
considerados indicativos de alta sensibilidade, halos entre 10 e 15 mm
indicativos de sensibilidade moderada e halos inferiores a 10 mm

indicativos de resisténcia do microrganismo teste (BIER, 1978).
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7.2.4. Avaliacao da Atividade Citotoxica do Extrato Bruto Metanélico

de Acanthospermum hispidum

As células NCI-H292 (obtidas de carcinoma mucoepitelial de
pulmao humano), HEp-2 (derivadas de carcinoma epidermoide de
laringe humana) e VERO (linhagem de células ndo cancerigenas, de
epitélio de rins de macaco) foram mantidas em DMEM - Minimm
Essencial Médium Eagle modificado Dulbecco’s (SIGMA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SIGMA), 1% de solugdo de antibiéticos
(penicilina 1000 ui/mL + esteptomicina 250 mg/mL)e 1% L-glutamina
200 mM. Os testes foram feitos em 5 repeti¢des, frente a trés linhagens

celulares, usando a vincristina como padrao.

Para determinar a viabilidade celular, foi utilizado o corante de
Azul Tripan (MERCK) 0,4% em PBS (tampdo fosfato), o qual penetra
facilmente nas células danificadas corando-as de azul, enquanto que as
células integras permanecem incolores, permitindo assim, determinar a

porcentagem de células vivas e células mortas (WEISENTHAL et al., 1983).

A contagem das células foi realizada em microscépio invertido
Leitz, com a utilizagcdo de um hemocitometro, preenchendo com uma

aliquota da suspensdo de células homogeneizadas.

Para determinacdo da citotoxicidade, a suspensao celular de 105
células/mL foi preparada em meio adaptado, para cada linhagem
celular. A suspensao foi distribuida em placas de cultura, com 96 pogos
(225pL em cada pogo). As placas foram incubadas a 37°C em estufa
(Sedas, Milao/Italia), com atmosfera idmida enriquecida com 5% de COa.
Apo6s 24 h, as substancias teste foram adicionadas (25puL/pogo) e as

placas reincubadas a 37°C (COSTA & NASCIMENTO, 2003).

O método do MTT (MOSMANN, 1983) baseia-se na capacidade que
as células vivas possuem de reduzir o sal tetrazdélio de cor amarela, a
formazan insolavel, de cor purpura, que precipita gracas a acdo da
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enzima mitocondrial succinil desidrogenase, ativa apenas em células

vivas (HESS & PEARSE, 1963).

Ap6s 72 h de contato das células com o produto teste, foi
adicionado a cada pogo 25uL de MTT brometo (3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difeniltetraz6lio), a uma concentracdo de 5 mg/mL em PBS. As
placas foram entdo deixadas, por duas horas, em estufa (37°C). Ao final
desse periodo, os meios de cultura, juntamente com o excesso de MTT
foram aspirados e em seguida 10 pyL de DMSO foi adicionado a cada
poco, para dissolugdo dos cristais Formazan (ALLEY et al. 1988).

Para verificar a porcentagem de inibicdo, a leitura 6ptica foi feita
em leitor automadtico de placas, do tipo Multiskan a 540 nm. A
densidade o6ptica (DO) média dos pogos testes foi comparada com a
média dos pogos controle. O produto padrdao utilizado nos testes foi a

vincristina (Clso frente as células NCI-H292 = 0,0438 pg/mL)

A CIso (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular em
relacdo ao controle) é determinada a partir de uma regressdo linear,
onde se relaciona o percentual de inibicdo em fungdo do logaritmo das
concentracoes testadas, admitindo-se um intervalo de confianca de 99%
(p £0,01), para a reta obtida (NASCIMENTO, 1993). Extratos brutos com
valores de Clso < 30pg/mL podem ser considerados como possuindo
atividade citotéxica e, para o padrdo (vincristina), valores de Clso <
4ng/mL devem ser considerados significativos. Em ambos os casos, sdo
utilizados como base o protocolo do Instituto Nacional do Céancer -USA

(GERAN et al, 1972) (Cf. Anexo I).
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7.2.5. Atividade Antiinflamatéria Pulmonar do Extrato Bruto

Metanélico de Acanthospermum hispidum

Este protocolo experimental consiste em avaliar a resposta
inflamatdoria de células totais de defesa e de neutréfilos, em particular,
ap6s exposicdo a injecao de LPS (lipopolissacaride de Escherichia coli),
em animais tratados com a dexametasona, com o extrato bruto da planta
(EBM), comparativamente com um grupo controle, usando solugdo
salina.

LPS sao substancias bacterianas proé-inflamatdrias, capazes de

induzir obstrugdo bronquica em pacientes asmaticos, com aumento local

de histamina e de marcadores inflamatérios no sangue (MICHEL, 1995).

7.2.5.1. Animais

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wistar, com 90 - 150
dias de vida, provenientes da coldonia do Biotério do Departamento de
Biofisica, da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais sdo
mantidos com temperatura controlada (22 £ 1°C) e ciclo claro-escuro de
12/12h (com luzes acesas as 6h). Tendo livre acesso a agua potavel e
tiltrada e a racdo comercial (LABINA - Purina, Agribrands do Brasil
Ltda), utilizada como padrdo nos biotérios.

O protocolo de pesquisa (n°. 009826/2007-31) foi encaminhado

para a Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pernambuco e devidamente aprovado (Anexo II).
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7.2.5.2. Administracao do LPS

Os trés grupos de animais (n=6/grupo) receberam injecdo
intraperitonial de LPS (lipopolissacarideo do sorotipo de Escherichia
coli; 055:B5, SIGMA) na dose de 1mg/kg de peso corporal (PC),
preparado em NaCl a 0,9%, alguns minutos antes de ser injetado. O
grupo controle recebeu pela mesma via, a mesma proporcao de solucdo
salina, enquanto ao grupo teste, foi aplicado o extrato da planta (EBM),
na dose de 250 mg/kg de peso, v.o. O terceiro grupo, também via oral, 3
mg/kg de peso de dexametasona. Apds 24 horas, os animais foram
anestesiados com cloralose-urteana (0,5 e 12,5% respectivamente), via
i.p., na proporcdo de 10 mL/Kg de peso corporal, para traqueostomia e

lavagem broncoalveolar.

7.2.5.3. Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi obtido dos animais sob efeito do anestésico. Cada
animal foi colocado um a um, em superficie plana de parafina, em
dectbito dorsal, com as patas presas por agulhas, para realizacdo do
procedimento cirdrgico de traqueostomia. Inicialmente, realizou-se uma
assepsia com dalcool etilico a 70%, cortando-se em seguida, os pélos e a
pele na porcao média do pescogo, abrindo-se e afastando-se as camadas
musculares até se obter acesso a traquéia. Com uma pequena pinga,
isola-se a traquéia e, com uma tesoura, faz-se um pequeno orificio entre
dois anéis traqueais, na porcdo ventral da mesma. Insere-se entao uma
canula plastica, acoplada a uma seringa, contendo 3 mL de solucdo de
NaCl a 0,9% (soro fisiolégico-SF), a temperatura ambiente (cf Fig. 7.1).
Varias aliquotas de SF sdo injetadas e imediatamente coletadas. O LBA
recolhido é depositado em tubo de centrifuga tipo Falcon de 50 mL. O

procedimento de coleta do material foi realizado até que se obtenha
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cerca de 30 mL do LBA, para cada rato. Ficando o LBA armazenado em

banho de gelo e ao abrigo da luz, até que se inicie a proxima etapa.

Figura 7.1.: Preparagdo cirdrgica para realizagio do lavado broncoalveolar: a)
traqueostomia e b) canulagéo.

7.2.5.4. Contagem total das células do LBA

As células foram contadas ao microscépio de luz (utilizando a
objetiva de 40x), a partir de uma amostra do LBA na diluicdo de 1:10,
em solucdo de NaCl a 0,9%. Utilizou-se uma cdmara de volume
conhecido (hemocitometro ou Camara de Neubawer). O resultado foi

obtido aplicando-se a seguinte férmula:

Células/mm3 de sangue = n x 10 x 10 X 103.

Onde: n = ndmero total de células contados nos 4 campos
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7.2.5.5. Contagem diferencial das células do LBA

Para contagem diferencial das células do LBA foram
confeccionadas laminas, a partir de preparacdes citocentrifugadas do
LBA de cada animal. Inicialmente, na diluicdao de 1:10 do LBA em SF.
Em seguida, 200 pL da diluicdo do LBA foram centrifugados
(Citocentrifuga CytoproTM-Cytocentrifuge Wescor), diretamente em
laminas histolégicas, a 800rpm/10min, em alta velocidade. As
preparagdes foram entdo fixadas e coradas, com o Kit Panético Rapido
LB (Laborclin Ltda). As laminas depois de secas a temperatura
ambiente, sdo lidas ao microscépio de luz, com a objetiva de imersdo
(100x), pela contagem de 200 células. As diferentes células sao
quantificadas em um contador eletronico da marca Kacil, com teclas
correspondentes a cada tipo de célula do LBA. A partir dos dados
obtidos, foi calculado o nimero absoluto de cada tipo de célula do LBA,

como se segue:

% da célula x contagem celular total
100

N.° absoluto da célula =

Para comparacdo entre os grupos, empregou-se o teste t de
Student, para os dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos,
foi utilizado o Teste de Mann-Whiteny U. A significancia estatistica sera

considerada admitindo-se um nivel critico de 5% em todos os casos.
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7.3. METODOLOGIA FARMACOTECNICA

7.3.1. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE PRODUTOS DO MERCADO

7.3.1.1. Propriedades Organolépticas

Quatro amostras de produtos manipulados com A. hispidum,
adquiridos no comércio de Recife e uma preparada no Laboratério de
Olinda, foram entregues a quatro profissionais do Laboratério de
Farmacognosia, isoladamente, aos quais foram solicitados avaliacdo de
odor e sabor, sendo observados ainda os aspectos de limpidez e

coloracao.

7.3.1.2. Testes Fisico-quimicos

Para a anéalise de Viscosidade, foi utilizado viscosimetro da marca
Brookfield, modelo DVI+ vicometer, utilizando spindle n°® 2, velocidade
de rotacdo de 100 RPM. O resultado da viscosidade foi expresso em
unidade de cP (centi Poise).

Para Determinacdo de pH, utilizou-se potenciometro marca
Micronal, modelo B 474, com eletrodo de vidro combinado com solucao
interna de cloreto de potassio (KCl), saturada com cloreto de prata
(AgCl). O equipamento foi previamente calibrado com solug¢des tampao
de pH 4,0 e 7,0. Foi realizada uma anélise de pH direta, sem diluicdo da
amostra.

Para a Determinacdo da densidade, relativa foi wutilizado
picndmetro de vidro, devidamente calibrado. A densidade foi calculada

a partir da seguinte equacao:
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M xarope

d xarope, agua —

m sgua

Onde:

M xarope € @ massa do xarope que o ocupa o volume V do picndmetro;

M sgua € a massa de dgua pura que o ocupa 0 mesmo volume V.

O resultado da densidade relativa foi expresso em g/cm3

7.3.1.3. Controle de Qualidade do Xarope

Dois métodos foram realizados para comparacdo entre os xaropes:

Primeiramente procedeu-se a eliminagdo do agtcar das formas
comerciais. Foram utilizados amostras (15 mL), aquecidas em placas de
Petri em chapa elétrica até obtengdo do residuo. Este foi entao
dissolvido em dgua destilada e submetido a uma coluna cromatografica
de fase reversa empregando-se Duolite S-861 como fase estaciondria e
dagua como fase movel. Apds eliminacdo do acglcar presente
desadsorvendo-se as substancias por elui¢dao, com metanol. Este método
foi realizado para comparacgdo e entre polifendis.

Em seguida foram utilizados marcadores esteroidais para o estudo
comparativo, entre as amostras comerciais de xarope.

Para purificacdo dos xaropes procedeu-se uma percolacdo em
acetato de etilade utilizando 5 mL de xarope incorporado a 20 g de silica
para coluna. O filtrado foi cromatografado em CCD de silica, artigo
coluna 60 (70-230 mesh, Merck, Germany), no sistema tolueno/acetato

de etila (90:12), revelado com Liebermann-Burchard.
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7.3.2. FORMA FARMACEUTICA XAROPE

Para realizar uma preparacgdo exclusivamente com o extrato
da raiz de A. hispidum foi utilizada a metodologia de dissolucdo a
quente da droga em p6, partindo da férmula de xarope simples citada

abaixo, e incorporando-se em seguida 13% do extrato da raiz.

Sacarose ...........cooeiiiinnn. 65 %

Nipagin .......cooeeviiiinin. 0,15%
Nipazol ... 0,05%
Agua destilada q.s.p....... 100 %

7.3.3 DOSEAMENTO DE ESTEROIDES TOTAIS

Foram utilizados Kit de Doseamento de colesterol total, da marca
KATAL, constando de reagente enzimético, constituido de solucdo
aquosa contendo tampao pH 6,90, 4- aminoantipirina 0,5 mmol/L Fenol
10 nmol/L, colesterol esterase > 400/L, colesterol oxidase > 300/L,
peroxidase > 1000 U/L e azida sédica 0,1g/dL e padrdo de colesterol
200 mg/dL (5,2 mmol/L) e solucdo azida sé6dica 0,1 g/dL.

A dosagem foi realizada em triplicata, cada amostra (0,05 mL) foi
homogeneizada com o reagente enzimatico (5,0 mL) e colocada em
banho-maria a 37 °C, durante 10 minutos. O padrdao utilizado foi o
colesterol e como branco (5 mL) o reagente enzimatico do kit. A
absorbancia foi lida em 500 nm e os calculos determinados segundo o

manual do Kit (2006).
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7.3.3.1. Preparo das Amostras

Foram preparadas trés amostras: raizes de A. hispidum, folhas de
Maytenus rigida e folhas de Aspidorpermum piryfolium, todas em solucado

hidroalcodlica a 20%.

Para realizagdo do estudo de estabilidade, as preparac¢des foram
submetidas a estabilidade de prateleira, e estudo de estabilidade
acelerada, e se encontra em andamento. Para tanto, sdo avaliadas as
caracteristicas organolépticas, caracteristicas macroscépicas, pH,

viscosidade e doseamento de esterdides, como colesterol.
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8. CONCLUSOES

A partir da década de 80, tem sido cada vez maior o nimero dos
chamados “produtos naturais” encontrados no comércio de
medicamentos formais ou informais, os quais sdo oferecidos a
populacdao com indicagdes as vezes as mais contraditérias. O
distanciamento criado entre a expansdo do mercado de fitoterdpicos e a
legislacao pertinente tem dado margem a uma intermindvel batalha,
entre os fabricantes destes produtos e a Vigildncia Sanitaria, ficando
mais uma vez as pessoas vulneraveis, a falta dos medicamentos ou, o
que talvez seja mais grave, aos riscos do consumo de produtos de ma
qualidade.

De uma maneira geral, os resultados obtidos de publicacdes com a
raiz de A. hispidum, sejam fitoquimicos ou ensaios biolégicos,
excetuando-se os estudos de RAMANCHADRAN et al. (1976 e 1985),
foram realizados na UFPE, demonstrando o pouco interesse em relacao
aquela parte do vegetal em outros paises, e, mesmo no Brasil. As
publicacdes referentes a Farmacobotanica demonstram que os 6rgdos
vegetativos de algumas espécies da familia Asteraceae apresentam
grande nuimero de caracteres comuns. Entretanto, o presente estudo
identificou caracteres anatdmicos dnicos para a espécie Acanthospermum
hispidum que, associados a anédlise histoquimica, se revelaram capazes
de garantir a identificacdo botdnica segura para a espécie em questao, e
inéditos.

Assim, estes estudos podem ser empregados como parametros
para o controle de qualidade da raiz de Acanthospermum hispidum como
matéria-prima, observando-se a presenca dos trés tipos de células de
xilema: tipo 1) vasos com ambas as paredes terminais retas de
comprimento variado; tipo 2) vasos com uma parede terminal reta e a
outra transversa sem prolongamentos e; tipo 3) vasos com paredes

terminais tangenciais com prolongamentos, estes ndo detectados na
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outra espécie do género, A. australe. Em conseqiiéncia, a caracterizacdo
da morfologia da planta, do p6 da droga e da histoquimica de A.
hispidum é inédita.

Encarado como matéria-prima, Acanthospermum hispidum, mesmo
que seja de farta ocorréncia nos periodos de chuva, a demonstracdo de
que seu cultivo nao sofre alteracdes do padrdo fitoquimico, em relagao
aos individuos de ocorréncia espontanea, pode abrir uma perspectiva de
comércio para pequenos agricultores, em todo o Estado e durante todas
as estacdes do ano.

A presenca de inimeras lactonas sesquiterpénicas, que a literatura
aponta como factivel para uso como marcadores, na nossa pratica foi
substituida pelos esterdides isolados (estigmasterol e o P-sitosterol),
que, uma vez validado o método de dosagem a partir do KIT de
dosagem de colesterol, poderd ser de grande ajuda no controle de
qualidade do produto acabado, principalmente se considerado o baixo
custo da analise. Os testes farmacopéicos contribuem para a
especificacdo da droga vegetal garantindo uma padronizacdo do
fitoterapico.

A parte da planta aqui estudada (raiz) ndo apresentou um perfil
fitoquimico muito diverso em substancias. Isto por um lado abrevia a
busca de marcadores fitoquimicos, por outro diminui os estudos de
caracterizacdo necessarios. Ou seja, pode-se restringir a pesquisa de
terpendides e dos polifendis presentes, que por sua vez, também podem
ser utilizados como marcadores.

Apesar de ja ter sido antes estudada, a atividade antimicrobiana de
A. hispidum, estes ensaios foram aqui repetidos, uma vez que agora se
faz a utilizagcdo da matéria-prima de plantas cultivadas e nao mais
ruderais, o que poderia ter alterado sua atividade. Os resultados de
atividade antimicrobiana para Candida albicans e Mpycobacterium
smegmatis despertam a atencdo para futuros estudos, com outras cepas

de ocorréncia nos processos respiratérios. Por outro lado, a
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determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria confirma a acgdo do
extrato para estas duas cepas testadas.

Em relacdo as pesquisas toxicoldgicas foi realizado apenas o Estudo
de Citotoxicidade, uma vez que na literatura os ensaios de DLso ndo
foram concluidos, por falta de toxicidade na dose de até 2 g/Kg de peso,
em ratos.

O Estudo de Atividade Antiinflamatéria Pulmonar sugere uma
promissora atividade, talvez devida aos esterdides estigmasterol e
B-sitosterol, aproximando-se farmacologicamente a dexametasona
comparada, também de natureza esteroidal. Esta atividade foi melhor
observada em relacdo aos neutréfilos, que representam a primeira linha
de resposta inflamatéria, e aos eosindfilos, responsdveis pela resposta
alérgica. Assim, através das substancias isoladas, serd possivel o
planejamento da linha de estudos biolégicos a ser realizada, em futuros
trabalhos, para a comprovacao e detalhamento destas atividades.

Pelo exposto, ndao seria absurdo concluir que, na perspectiva das
grandes industrias farmacéuticas, o foco principal da pesquisa diz
respeito a descoberta de “novas” moléculas com potencial terapéutico
que, certamente reverterdao em lucros, a curto e médio prazos. Porém, se
buscarmos atender as necessidades dos paises em desenvolvimento,
onde a limitagdo dos recursos publicos ndo prioriza as pesquisas, e as
populacdes sao mais vulnerdveis as doencas pela falta de investimentos
em programas sociais, com todas as suas conseqiiéncias, o mais
promissor seria dar mais énfase as pesquisas sobre a comprovacdo de
seguranca e eficiAcia de extratos brutos de plantas consagradas
popularmente, utilizando-se das nossas riquezas botanica e cultural e
trabalhando-se com padronizacées que garantam a qualidade do
produto final, conforme preconiza a Organizacao Mundial de Satdde
(WHO, 1998).

Nesta perspectiva, a compilacdo do conhecimento sobre esta

espécie estarda oferecendo, principalmente, e além de tudo, subsidios
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para a farmacovigilancia, uma vez que, pela grande quantidade de
fornecedores diferentes, o produto ja assumiu o status de interesse para
a Saade Pablica no Estado de Pernambuco.

Desta forma, os ensaios que visam a identificacdo da droga, os
estudos fitoquimicos, e de toxicidade aguda, juntamente com ensaios
pré-clinicos e mais tarde clinicos, que buscassem uma possivel acao
antiasmdtica dariam respaldo ao, ja consagrado, uso popular do
Espinho-de-cigano, agora com indica¢cdes mais precisas, contra-
indicacdes e doses, envolvendo padronizacdo da matéria-prima e

formulacdo adequada de um produto para as fases seguintes de ensaios

clinicos.

Assim, nossas perspectivas de pesquisa apontam para os seguintes

trabalhos futuros:

e Prosseguimento da metodologia para validacdo de doseamento de
ester6ides para o controle de qualidade;

e Continuacdo dos ensaios pré-clinicos, agora com os esterdides
isolados;

e Estudo de atividade em musculo liso de traquéia isolada;

e Estudo in vivo de citotoxicidade com histopatologia;

e Realizacdo de ensaio clinico;

e Registro de produto, e

e Monografia para Farmacopéia Brasileira
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ANEXO I: Relatério Analitico de Atividade Citotoxica

ClIs0 do padrao frente as células NCI-H292 = 0,0438 pg/mL
Padrao utilizado = Vincristina

Extrato 1: Determinacao da CI50

Testes de Citotoxicidade (Células NCI-H292 105 cel/mL)
Filtro : 630
| Equacdo da Reta y = -0,05088 + 0,194803 *LogC |

Inibigdo X Logaritmo da Concentragio

o : ¢ ——1
_-‘"’-'-‘-—'-‘-——F'_

'E’“ 20% ___,_;--*"'f_
2 15%
:: 10% *

s, o

0% T T T T T T T T T

OF0  0S0 080 100 4140 120 130 140 4150 1g0 470
Log C
Célculo da CI-50 Coef. Correlagdo = 89%
CI50 Log CI_50 Inibicao Valor-P: 0,000
673 2,8279 50% IC= 100,0%

Determinacdo da Clso frente a célula NCI-H292, a partir da regressdo linear,
relacionando o percentual de inibicdo do crescimento celular, em funcdo do logaritmo
das concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL), admitindo-se um intervalo de

confianga de 99% (p< 0,01), para a reta obtida.

ClIso da Vincristina frente as células HEp-2 = 0,00279pg/mL
Padrao utilizado = Vincristina
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Testes de Citotoxicidade (Células HEp-2 105 cel/mL)

Filtro : 630
| Equacdo da Reta y = -0,06131 + 0,020767 *LogC |
Inikigdo X Logaritmo da Concentragio
10% s
5%
2 +
E 0% r T T T T T py T T
= 5% — * s
10% -
*
15%
070 080 080 1,00 140 120 130 140 150 160 1,70
Log C
Calculo da CI-50 Coef. Correlagio = 14%
CI50 Log CI 50 Inibicao Valor-P: 0,602
HHHH##HHHH 27,0290 50% IC = 39,8%

Determinacao da Clso frente a célula HEp-2, a partir da regressao linear, relacionando
o percentual de inibicdo do crescimento celular, em funcdo do logaritmo das
concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL), admitindo-se um intervalo de

confianca de 99% (p< 0,01), para a reta obtida.

O valor da Clsp ndo pode ser determinado em virtude da total auséncia de
citotoxicidade do produto frente as células HEp-2. Os valores médios de inibicao em
qualquer das concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL) ndo apresentaram
diferencas. Por esta razdo nao é possivel a determinacao da Clso.
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ClIs0 da Vincristina frente as células VERO = nao testado ainda pg/mL
Padrio utilizado = Vincristina,

Testes de Citotoxicidade (Células Vero 105 cel/mL)

Filtro : 630
| Equacdo da Reta y = -0,03176 + 0,02131 *LogC |
Inibigdo X Logaritmo da Concentragio

4%

O * ¥ *
o 0% - r r r r — . "
& o = 3 * $
E %
& 5%

59, L

10%

070 030 080 100 140 120 130 140 150 160 1,70
Log C
Calculo da CI-50 Coef. Correlagao = 31%

CI50 Log CI 50 Inibicao Valor-P: 0,244

HHEHHHHHHH 24,9535 50% IC= 75,6%

Determinacao da Clso frente a célula Vero, a partir da regressdo linear, relacionando o
percentual de inibicdo do crescimento celular, em fun¢do do logaritmo das
concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL), admitindo-se um intervalo de
confianga de 99% (p< 0,01), para a reta obtida.

O valor da Clsp ndo pode ser determinado em virtude da total auséncia de
citotoxicidade do produto frente as células VERO. Os valores médios de inibicao em
qualquer das concentragdes testadas (50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL) ndo apresentaram
diferencas. Por esta razdo nao é possivel a determinacao da Clso.
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ANEXO II: Parecer da Comissdo de Etica em Experimentacio Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

x: (55 81)

Wi . cch

Oficio n® 77/07 Recife, 21 de agosto de 2007

Da Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE

Para: Evani de Lemos Araijo

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Programa de Pos-Graduagdo - UFPE
Processo n® 009826/2007-31

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo da Atividade Antiinflamatéria Pulmonar do Extrato Bruto de
Acanthospermum hispidum DC {Asteraceae)”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacZo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacao Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acorde com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosan;leme,

m?éﬁ‘ffm@m%
; Presidente CEEA,
ufre

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO III: Laudo de Identificagdo da espécie

Telefone: PABX (051) 445-2200 - FAX (081)445-8030 - Telex: (81) 2283

LY s
()
|FH EMPRESA PERNAMBUCANA DE PESQUISA AGROPECUARIA
o « Vinculada a Secretaria de Agricultura
N J5'  Av. Gal. San Martin, 1371 - Bongi - 50761-000 - Recife - PE - C.P. 1022 - GGC 10.912.293/0001-37 _—
N h"‘}\

e ]
PERNAMBUCO
GOVERNO DE TODOS

Acanthospermum hispidum DC. ESPINHO DE CIGANO
Prod. v. 522. 1836.

Familia: ASTERACEAE
Descricéo:

Erva anual, ereta, ramificada dicotomicamente com 0,2-1,0 m de
altura; caule cilindrico sulcado apresentando pélos hispidos-iranslicidos em toda
a sua extensdo, com 0,35-04 cm de diametro. Folhas opostas sésseis; |amina
inteira, membranécea, ovada-oblonga, com base atenuada e apice obtuso ou
ligeiramente agudo, margem serreada ou sub-inteira, ciliada, face adaxial com
pélos hispidos-transliicidos e abaxial densamente hispidos, com pontuacées
glandulares especialmente na abaxial, triplinérvia, com nervuras salientes em
ambas as faces, com 1,5-8,0 cm de comprimento e 0,5-4,0 cm de largura.
Inflorescéneia em  capitulos  solitarios, axilares na bifurcagdo dos ra g
curtamente pedunculados a sub-sésseis com pélos hispidos, com cerca de 0,4 cm
de comprimento e 0,08 cm de diémetro. Capitulos com bracteas involucrais 12-14,
em 2 séries, verde-escuros, as exteriores 5, membrandceas, ovadas, com apice
agudo a obtuso, ciliadas, hispido-pubescentes na face externa com cerca de 0,45
cm de comprimento e 0,15 de largura; as da série interna cerca de 8, envolvendo
todo o ovario das flores marginais. Receptaculo levemente convexo, pleaceo, com
cerca de 0,15 cm de diametro. Palea obovada, lacerada ciliada, pubescente

glandular, com cerca de 0,18 cm de comprimento e 0,08 cm de largura. Flores
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dimorfas, as do raio femininas cerca de 8, liguladas, amareladas, com &pice
bidenteado, pubescente na face exterior proximo aos lacinios e denso pubescente
na regido basal, ligula com cerca de 0,12 cm de comprimenio e 0,08 cm de
largura, tubo curtissimo; estilete glabro amarelado, com cerca de 0,08 cm de
comprimento. Flores do disco hermafroditas 5-7, funcionalmente masculinas por
esterilidade do gineceu, tubulosas, amareladas, denteadas, com cerca de 0,2 cm
de comprimento e 0,1 cm de largura, lacinios 4-5, com cerca de 0,05 ¢cm de
comprimento; apresentando na face externa pélos glandulosos-estipitados na
regiao apical e esparso-hispidos em toda extensdo do tubo; estilete brevissimo
bilobado, amarelado, com papilas engrossadas na parte superior, com 0,10-0,15
cm comprimento; anteras com apice obtuso a agudo e hase obtusa-auriculada,
negras, com 0,10-0,15 cm de comprimenta. Aquénios de 2 tipos: os das flores do
raio férteis, obovados comprimidos, bicorniculados, de base afilados e 4pice
alargado, com secdo quadrangular, coberto por numerosas cerdas em forma de
gancho, rigidas de cerca de 0,15 cm de comprimento, com pélos glandulare
enire as cerdas, esverdeados, com 0,5-0,6 cm de comprimento e 0,25-3,0 cm de
largura; papus aristados, formado por 2 cerdas grandes divergentes, rigidas, uma
reta e a outra com o apice levemente recurvado para fora, com cerca de 0,45 cm
de comprimento; aquénios das flores do disco estéreis obovado-oblongos,
comprimidos, com secdo quadrangular, esverdeados, apresentando pélos
glanduloso-estipitados, com cerca de 0,12 cm de comprimento e 0,02 cm de
largura; papus nulo. (Pereira, 1989).

Recife, 09 de Abril de 1997.

Valdelic €ia Lima
Curadora do H fio IPA - Déardano de Andrade Lima
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ANEXO IV: Artigo Aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Farmacognosia

Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae): perspectives for a
phytotherapeutic product

Evani de L. Aragjo?, Karina P. Randau’, José G. Sena Filho!, Rejane M. Mendonga
Pimentel? & Haroudo S. Xavier!

1 Pharmacognosy Laboratory, Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of
Pernambuco, Av. Prof. Arthur de Sa s/n, Cidade Universitaria, 50740-521 Recife-PE, Brazil. 2
Phytomorphology Laboratory, Biology Departament Federal Rural University of Pernambuco, Av.
Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmé&os, 52171-900, Recife- PE, Brazil.

RESUMO: “Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae): perspectivas para um
produto fitoterapico”. A planta “Espinho-de-cigano” (Acanthospermum hispidum DC)
é amplamente usada no nordeste do Brasil como medicamento popular para a asma.
Embora muito pouco seja conhecido atualmente sobre a eficicia e seguranca deste
extrato vegetal, é possivel encontrar numerosos medicamentos preparados com ele
nos servicos publicos ou em lojas que vendem produtos naturais. Este estudo visa
proceder a uma revisdo de literatura relativa a A. hispidum, no periodo entre
1926-2006, nas areas de etnobotanica, fitoquimica e farmacologia. O objetivo foi
contribuir para um melhor conhecimento desta espécie e seus usos, assim como
auxiliar na melhora de seu desempenho como um medicamento natural. A espécie é
facilmente identificavel e cresce abundantemente durante a estacdo chuvosa no
nordeste do Brasil; é possivel cultivé-la sem perda de seu perfil fitoquimico e os
estudos toxicoldgicos tém mostrado sua seguranca como um medicamento (embora
mais estudos sejam requeridos nestes aspectos). Assim sendo, a compilacio do
conhecimento acumulado relativo a esta espécie auxiliard na avaliagdo de seu valor
farmacolégico, garantindo o controle de qualidade do produto final, e no preparo das

recomendagdes para usos e dosagens que oferecam segurangca e eficiéncia ao usudrio.

Unitermos: Acanthospermum, Asteraceae, plantas medicinais, fitoquimica, asma.
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ANEXO V: Artigo Aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Farmaécia

Padronizacao Farmacogndstica das Raizes de Acanthospermum
hispidum DC. (Asteraceae)

Evani de Lemos Aratjo!, Karina Perrelli Randau?, Haroudo Satiro Xavier?, Clébio Pereira Ferreira?,
Rejane Magalhdes de Mendonga Pimentel®

Resumo

Acanthospermum hispidum é um representante da familia Asteraceae que ocorre em
varias regides do nordeste do Brasil. Suas raizes sdo utilizadas como matéria-prima
na produgdo de xarope antiasmatico em diversos servigos de satide publica, sendo
amplamente comercializada no Estado de Pernambuco. Este estudo objetivou a
padronizacdao das raizes de A. hispidum, permitindo o reconhecimento seguro desta
espécie. As andlises macro e microscopica das raizes, juntamente com a histoquimica,
caracterizaram a matéria-prima, complementando com a determinagdo do teor de
cinzas totais, cinzas insoltveis em acido, determinagdo da perda por dessecagao,
testes de pureza e, finalmente, uma prospeccgdo fitoquimica. Os resultados obtidos
podem ser utilizados como parametros no controle de qualidade de matérias-primas

para este fitoterapico.

Palavras-Chave: Acanthospermum hispidum, Espinho de cigano, controle de qualidade,

fitoterapicos.

) Meédica, Doutoranda em Ciéncias Farmacéuticas, Laboratério de Farmacognosia, UFPE.
evani@hotlink.com.br. Rua Prudente de Moraes, 352. Carmo, Olinda/PE. CEP: 53020-140. Tel.: 55 81
34290434. 2 Farmacéutica, Dra. em Ciéncias Naturais, Laboratério de Farmacognosia, UFPE: 3
Farmacéutico, Prof. Dr. em Ciéncias Farmacéuticas e Biolégicas, Laboratério de Farmacognosia, UFPE;
4 Bidlogo, Mestrando em Boténica, Laboratério de Fitomorfologia Funcional, UFRPE;.5 Bidloga, Prof.
Dra. em Botanica, Laboratério de Fitomorfologia Funcional, UFRPE.

129


mailto:evani@hotlink.com.br

ANEXO VI: Resumo Publicado em Ceongresso: The XI International Congess
Phytopharm 2007 27-29 June 2007 Leiden, The Netherlands

Contribution to Quality Control of Syrup from Acanthospermum
hispidum (Asteraceae)

Evani de L. Araiijos, José G. Sena Filhoob, Karina P. Randaus, Jose M. Barbosa Filhot & Haroudo S. Xavier

a Federal University of Pernambuco State, Av. prof. Arthur de Sd s/n, Cidade Universitdria, 50740-521 - Recife-PE, Brazil. b
Federal University of Paraiba State, Laboratério de Tecnologia Farmacéutica- Caixa Postal 5009, 58051-970 - Jodo Pessoa-PB,
Brazil.

The “Espinho-de-cigano” roots (Acanthospermum hispidum DC) is used throughout northeastern Brazil
as a folk remedy for asthma, mainly for children. Although very little is actually known about the
effectiveness and safety of this vegetable extract product, it is possible to find numerous medicines
prepared from it in public health services or in stores selling natural products!. The aim of this study
was evaluate the syrup made up from this species, found in the local area. The methodology 23 used
was to compare the roots of Acanthospermum hispidum (raw material) cultivated to four products
largely used by the population through different techniques since phytochemistry screening to
organoleptic characters and physical chemistry characteristics®. The phytochemical screening from the
raw material were detected the presence of mono and sesquiterpenes, triterpenes, steroids, redutors
sugars, flavonoids, phenylpropanoids, cynamic derivate. We also report the presence of -sytosterol,
timol derivates, verbascosides, and clorogenic acid. It was not detect the presence of alkaloids,
coumarins, tannins, proanthocyanidins, and leucoanthocyanidins. Due to a high content of
sesquiterpenes lactones on the species, it was used as phytochemical marker. Four different syrups
evaluated were observed different presentation in the viscosity, odor, flavor, coloration. Among them,
only one product commercialized was compatible to the raw material phytochemical standard. In
conclusion, it were evidenced the necessity to improve researches, in order to contribute the quality
control of specific products. In addition, do not putting in risk the local health to a medicine without

security and proved efficacy in almost two decades commercialized in the northeast of Brazil.
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ANEX0 VII: Resumo: VI Simpoésio Brasileiro de Farmacognosia
Publicado no Jornal Brasileiro de Fitomedicina, v. 5, n. 1-2, p. 63, 2007

Anatomia de tricomas na identificacdo de Acanthospermum hispidum DC.
e Acanthospermum australe (Loef) 0. Kuntze (Asteraceae-Heliantheae)

‘Evani Ara(jo®®, 'Haroudo Xavier®®, 2Clébio Ferreira ), *Karina Randau®™, *Rejane Pimentel®?

Acanthospermum hispidum e A. australe ocorrem em diversas partes do nordeste do Brasil e sdo usadas principalmente como antitussigenas
e contra o cansaco. 530 frealientemente tratadas, indistintamente, pelo mesmo nome vulgar. Plantas de Acanthospermum sio anuais,
herbaceas, eretas ou prostradas. As folhas sdo simples, opostas, com hordas inteiras ou Serreadas, inflorescéncia axilar ou terminal, com
flores amareladas. O fruto & um aquénio, oblongo, com cerdas persistentes e rijas. Este estudo apresenta uma distingdo entre Acanthospermum
hispidum e A. australe calcada na anatomia dos tricomas. Nas folhas de ambas as espécies, nas faces adaxial e abaxial, e no caule existem
tricomas simples, unisseriados, de tamanhos variados, com célulz apical aguda (Fig. A) e tricomas glandulares diferenciados, Em folhas e
caule de A. australe, os tricomas glandulares s3o sésseis, unicelulares e capitados (Fig. B); nas folhas de A. hispidum estes tricomas sdo
sésseis, multicelulares, unisseriados, com forma arredondada (Fig. C). Nesta Gltima espécie, no caule, também sdo encontrados tricomas
glandulares pedunculados, canstituidos por 2-3 células no pednculo, encimado por uma célula vesicular arredondada (Fig. D). A identifica-
cio dos caracteres destes tricomas glandulares pode ser utilizada como ume caracteristica taxondmica adicional para uma segura identifi-
cacdo dos dois taxa.

.

Figura 1. Tricomas em espécies de Acanthospermum. A, Tricomas simples, unisseriados, de tamanhos variados, com célula apical aguda,
no caule de A. hispidum e A. australe e nas folhas de A. australe. B. Tricomas glandulares sdo sésseis, unicelulares e capitados, no caule e
folha de A. australe. C. Tricomas sdo sésseis, multicelulares, unisseriados, com célula apical arredondada, nas folhas de A. hispidum. D.
Tricomas glandulares pedunculados, constituidos por 2-3 células no pediinculo, encimado por uma célula vesicular arredondada, no caule de
A. hispidum. Barras: A,B,C,D = 50 ?m.

Apoio financeiro: Capes/UFRPE.

Palavras-chave: Acanthospermum, Asteraceae, Tricomas foliares.

1- Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, 50740-521, Recife,
Pernambuco, Brasil; 2- Laboratdrio de Fitomorfologia Funcional, Departamento de Botdnica; Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE,
52171-900, Dois Trmaos, Recife, Pernambuco, Brasil
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ANEXO VIII: Artigo Submetido: Acta Botanica Brasilica

Morphoanatomical Traits to the Quality Control of an Anti-asthmatic
Traditional Medicine Using Acanthospermum hispidum (Asteraceae)

E. de L. Aragjo?, H. S. Xavier?, C. P. Ferreira®, K. P. Randau?, and R. M. de M. Pimentel®

APHARMACOGNOSY LABORATORY, PHARMACEUTICAL SCIENCES DEPARTMENT, FEDERAL
UNIVERSITY OF PERNAMBUCO - UFPE, 50740-521, RECIFE, PERNAMBUCO, BRAZIL.

PFunctional Phytomorphology Laboratory, Botany Department, Federal Rural University of
Pernambuco - UFRPE, 52171-900, Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, Brazil.

Summary

Acanthospermum hispidum and A. australe (Asteraceae) are widely distributed in arid
regions in northeastern Brazil, and the first specie is used as traditional medicine in
consequence of its proven anti-asthmatic activity. They are frequently confounded
and probably used indifferently for the same therapeutic purposes due to both
having similar characteristics. Comparative morphoanatomical and macerate features
of the vegetative organs, following usual methodology, were analyzed which might
provide an accurate identification, analysis and standardization of A. hispidum stem
and leaves in order to obtain phytotherapeutic drugs, and the crude drug as well. A
sessile leaf in A. hispidum is a diagnostic distinguishing feature. Macerate diagnosis
showed specific types of xylem vessels in root, stem and leaf of both species. The
types of glandular trichomes can distinguish these species. A microscopic analysis
can be safely used to distinguish these species when analyzing a crude drug of

doubtful composition.

Key words: Acanthospermum hispidum, A. australe, anti-asthmatic, macerate,
standardization, traditional medicine.
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ANEXO IX: Artigo a ser Submetido: Journal of Ethnopharmacology

Artigo em fase de composigao

Avaliacao de Atividade Antiinflamatéria Pulmonar de

Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae)

E.L. Aratjo?, H.S. Xavier?, K.P. Randau?, M.B.S. Maia, N.G. Morias® & C.M.M.B. Castro®

APHARMACOGNOSY LABORATORY, PHARMACEUTICAL SCIENCES DEPARTMENT, FEDERAL
UNIVERSITY OF PERNAMBUCO - UFPE, 50740-521, RECIFE, PERNAMBUCO, BRAZIL.

bKeizo Asami Imunology Laboratory, Federal University of Pernambuco - UFPE, 50740-521, Recife,
Pernambuco, Brazil

Key words: Acanthospermum hispidum, anti-asthmatic, LPS, anti-inflammatory

activity,

Aratjo, Evani de Lemos

Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae): validacdo para
fins farmacéuticos / Evani de Lemos Aratjo. - Recife: O
Autor, 2007.

xiii, 116 folhas; il., tab., fig., quadros.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Pernambuco.
CCS. Ciéncias Farmacéuticas, 2007.

Inclui bibliografia e anexos.
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antiasmatico. I. Titulo.
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