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Resumo X

Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze, conhecido popularmente no
Brasil como carrapichinho pertence a familia Asteraceae e € utilizado na medicina
popular como hepatoprotetora, diaforética, antiblenorragica, antimalarica, entre
outras fungdes. O objetivo do presente trabalho foi estudar a espécie sob o aspecto
botanico, quimico e farmacologico. Assim, folhas e caules foram analisados macro e
microscopicamente, contribuindo no auxilio da diagnose da espécie. Os 6rgdos em
estudo foram submetidos a ensaios preliminares para a pesquisa dos principais
grupos de principios ativos provenientes do metabolismo secundario dos vegetais.
Diferentes extratos foram obtidos por percolagao e por decocgao, sendo alguns de
seus componentes isolados por CCD preparativa e identificadas por CG/EM. O dleo
essencial do vegetal, coletado em diferentes épocas do ano e variados estagios de
desenvolvimento, foi obtido em aparelho de Clevenger modificado, sendo que sua
composicao também foi analisada por CG/EM. O extrato cloroférmico e o extrato
hidroetandlico liofilizado (EHL) foram avaliados quanto a atividade antimalarica e
antileishmania. Com o EHL foi realizado também ensaio de atividade antiilcera em
ratos Wistar Hannover fémeas e atividade antimicrobiana em bactérias e fungos. A
espécie em estudo, nas condigbes deste trabalho, apresentou flavonoides, taninos,
saponinas, 6leo essencial e mucilagens. O extrato cloroférmico e hidroetandlico
liofilizado, nas concentragcbes de 100 pg/mL, provocaram 100% de morte dos
protozoarios de Plasmodium chabaudi AJ, porém ambos ndo apresentaram
atividade em promastigotas de Leishmania (L.) chagasi nesta concentragdo. O EHL
na concentracdo de 10 mg/mL demonstrou significativa atividade antifungica contra
o Aspergillus niger, ndao apresentando nenhuma atividade para Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans. O mesmo
extrato, na concentragdo de 400 mg/kg, administrada por via oral, mostrou-se com
atividade antitilcera aguda significativa, reduzindo a Area Total de Lesdo (ATL) em
49,13% em relagéo ao controle. O 6leo essencial, nas condi¢gdes do experimento,
apresentou diferengas qualitativas e quantitativas quando comparado a estudos ja
realizados, sendo constituido em sua maioria por sesquiterpenos dos grupos
cadinano (a-cadinol e ®-cadineno), cariofilano (B-cariofileno) e, principalmente,
germacrano (globulol). As analises permitiram concluir ainda que o isbmero do
espatulenol € o componente exclusivo e majoritario do 6leo essencial de caule e o
isdmero do globulol, o0 componente presente em maior quantidade no éleo quando o

vegetal encontra-se em fase de floragao.



Abstract Xi

Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze, known popularly in Brazil as
carrapichinho belongs to the family Asteraceae and it is used in the tradicional
medicine as hepatic protector, diaforetic, blenorragic activity, antimalarial activity
among others. The objective of the present work was to study this species under the
aspect botanical, chemical and pharmacological. Thus, leaves and stems were
analyzed macro and microscopic contributing in the aid of the diagnosis of species.
The aerial parts in study were submitted to preliminary phytochemical screening for
the research of the main groups of secondary metabolites of plants. Different extracts
were obtained by percolation and for decoction being some of their components,
isolated for TLC preparative and identified for GC/MS. The essential oil of the plants,
collected at different seasons of the year and different development stadiums, it was
obtained in a Clevenger apparatus, and it composition, was also analyzed by
GC/MS. The chloroformic extract and liofilized hidroethanolic extract (LHE) were
assayed for the antimalarial and antileishmania activities. Using LHE it was also
assayed for the anti ulcer activity in mice Wistar Hannover females and antimicrobial
activity in bacteria and fungi. The species in study, in conditions of this work,
presented flavonoids, tannins, saponnins, essential oil and mucilages. The
chloroformic extract and LHE in the concentrations of 100 ug/mL caused 100% of
death in the blood forms of Plasmodium chabaudi AJ, however none of them
presented activity in blood forms of Leishmania (L.) chagasi in this concentration.
LHE in the concentration of 10 mg/mL presented significant antifungal activity against
the Aspergillus niger, and no activity against Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli and Candida albicans. The same extract, in the
concentration of 400 mg/kg, administered orally, presented significant antiulcerogenic
activity, reducing the Total Area of Lesion (TAL) in 49,13% in relation to the control.
The essential oil, in the conditions of the experiment, presented qualitative and
quantitative differences when compared to previous studies and constituted in its
majority by sesquiterpenes of the cadinano groups (a-cadinol and &-cadinene),
caryophyllano (B-caryophyllene) and mainly, germacrano (globulol). The analyses
still permit to conclude that the isomer of the spathulenol is the exclusive and mayor
component of the essential oil in the stem. Isomer of the globulol is the

representative present in mayor amount in the oil when the plant is in flower stadium.
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Doencgas infecciosas causam grande sofrimento a milhées de pessoas em
todo mundo, principalmente em paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento,
incluindo um forte impacto na economia e problemas a Saude Publica (TROUILLER
et al., 2001). Dentre as principais doengas tropicais, as causadas por protozoarios
apresentam alta morbidade e/ou mortalidade, sendo representadas pela
Leishmaniose, Doenga de Chagas e Malaria (REMME et al., 1993). Afetam grandes
populagdes marginais ao processo econdmico globalizado e, desta forma, ndo séo
vistas como mercados potenciais para industrias farmacéuticas (PECOUL et al.,
1999).

O uso de compostos naturais extraidos de plantas como matéria-prima para
sintese de novas substancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido
amplamente relatado ao longo do tempo. As plantas sdo fontes importantes de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem-se em
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos (WALL & WANI, 1996).

De forma similar aos microorganismos, as plantas produzem uma grande
diversidade de compostos quimicos. Ao se considerar a perspectiva de obtencao de
novos farmacos, dois aspectos distinguem os produtos de origem natural dos
sintéticos: a diversidade molecular e a fungédo bioldgica. A diversidade molecular dos
produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese que,
apesar dos avancgos consideraveis, ainda é limitada. Além disso, como produtos de
organismos que possuem muitas similaridades com o metabolismo dos mamiferos,
os produtos naturais muitas vezes exibem propriedades adicionais as

antimicrobianas a eles associadas (NISBET, 1997).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos
de espécies vegetais ou avaliar a sua presenga. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar

os grupos de metabdlitos secundarios relevantes na mesma (SIMOES et al., 2004).

Informagbes obtidas junto a populagdo constituem estratégias para
investigacao de plantas medicinais, que permitem combinar dados adquiridos junto a
comunidades locais que fazem uso da flora medicinal, com estudo quimico e
farmacologico realizados em laboratérios especializados. A selegdo de espécies
vegetais para pesquisa e desenvolvimento de farmacos baseada na alegacao de um

dado efeito terapéutico em humanos, pode se constituir num valioso atalho para a
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descoberta de farmacos, ja que seu uso tradicional permite que seja encarado como

uma pre-triagem quanto a utilidade terapéutica em humanos.

Aproximadamente 2000 espécies com ocorréncia no Brasil sdo empregadas
na medicina popular (DI STASI, 2002), sendo que muitas delas pertencem a familia
Asteraceae.

As espécies pertencentes a esta familia sdo do tipo cosmopolita,
encontradas especialmente em regides montanhosas temperadas ou tropicais e em
campos abertos efou secos (JUDD, 1999). E uma das mais importantes familias de
plantas vasculares florescentes no mundo, compreendendo 1535 géneros e
aproximadamente 23.000 espécies (JUDD, 1999). No Brasil ocorrem mais de 180
géneros (BARROSO, 1991).

Por mais de 10 anos, HEGNAUER (1964) resumiu a quimica da Asteraceae
e discutiu as implicagbes sistematicas gerando conclusées muito importantes.
Segundo Hegnauer, a familia Asteraceae é quimicamente muito distinta, possuindo
substancias como frutose, 6leo em sementes, algumas contendo acidos graxos,
lactonas sesquiterpénicas, alcoois triterpénicos pentaciclicos, derivados do acido
caféico, flavonas, flavonois metilados, o6leo essencial, flavondides, alcaldides e

heterosideos cianogénicos.

Um estudo realizado por HEYWOOD, HARBORNE & TURNER (1977)
comprovou as informagdes geradas por HEGNAUER (1964), concluindo que
Asteraceae compreende uma familia com variedades de plantas com propriedades
medicinais. Alguns exemplos podem ser citados, tais como a Taraxacum officinalis,
Amica montana L., Artemisia absinthium L. (HEYWOOD, 1977) e Acanthospermum
australe (Loefl.) O. Kuntze, popularmente chamada de carrapichinho. Esta ultima é
muito comum em nosso pais, conhecida pela medicina tradicional brasileira que
utiliza o extrato, proveniente de partes aéreas ou mesmo da planta inteira, visando
obtencao de varias atividades como antimalarica, antianémica, anti-séptica do trato
urinario (MORS, 2000), antiblenorragica e as vezes em caso de irisipela (CORREA,
1984, LORENZI, 2000; MORS, 2000).

A referida espécie é explorada ainda por sua propriedade tonica, diaforética,
mucilaginosa, aromatica e antidiarréica (PENNA, 1941, CORREA, 1984; LORENZI,
2000; MORS, 2000), em casos de febres palustres e intermitentes (CORREA, 1984;
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LORENZI, 2000) e no tratamento da tosse, bronquite, disturbios do figado e como
expectorante (PENNA, 1941).

Dentre todos os usos populares desta espécie citados anteriormente, a agao
antimalarica chama atencgdo, devido ao fato da doenca ser ainda um problema
meédico-sanitario com repercussdes sociais e econdmicas muito importantes
(FERREIRA, 2002), aliado ao fato que para esta doenga nado estdo disponiveis

ainda, vacinas.

A malaria é uma importante causa de doenca e morte de criangas e adultos
em paises tropicais (WHO, 2006). Esta parasitose & causada por protozoarios do
género Plasmodium, sendo que o maior obstaculo a quimioterapia antimalarica é o
aumento da incidéncia de cepas resistentes de Plasmodium (BABIKER et al., 2005,
BARNES et al., 2005; WHO, 2006).

Até o final de 2004, 107 paises e territérios apresentavam areas de riscos
para a transmissdo desta doenc¢a. Aproximadamente 350 a 500 milhdes de
episodios clinicos de malaria ocorrem anualmente, sendo que a maior parte das
infecgOes & causada por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (WHO, 2005).

A malaria causada por P. falciparum, concomitante a outras infecgdes e
doencas, leva a mais de um milhdo de mortes por ano, principalmente, em criancas.
Dentre os 60% dos casos de malaria mundial, aproximadamente 75% € causado por
P. falciparum, sendo que mais de 80% de mortes por malaria, ocorrem na Africa Sul,
no Sahara. Esta doenga &€ a maior causadora de anemia em criangas € mulheres
gestantes, assim como também pelo baixo peso infantil, partos precoces e
mortalidade infantil (WHO, 2005).

A atual resisténcia do Plasmodium falciparum, principalmente aos
medicamentos mais utilizados na clinica como a cloroquina ou associagdes como
sulfadoxina-pirimetamina, vem provocando preocupag¢do e atengdo especial por
parte dos pesquisadores (BABIKER et al., 2005, BARNES et al., 2005; WHO, 2006).

A descoberta e desenvolvimento de derivados de artemisinina na China e sua
avaliacdo no sudeste da Asia e outras regides originaram uma nova classe de
antimalarico altamente efetivo, que mudou a quimioterapia desta doenga no sudeste

da Asia. As terapias combinadas baseadas em artemisinina sdo, atualmente,
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consideradas as melhores no tratamento para a descomplicada malaria falcipariana
(WHO, 2008).

Estudos dos extratos de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze, in vivo,
utilizando camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei, apresentaram
consideravel atividade antimalarica (CARVALHO et al, 1991), porém nenhum
estudo foi realizado até o momento contra o clone AJ de Plasmodium chabaudi, o
qual se apresenta usualmente mais resistente a drogas que outros modelos
(MARTINELLI et al., 2005).

Através de analises genéticas, vem sendo demonstrado que o Plasmodium
chabaudi pode ser considerado o modelo de malaria de roedor para a malaria
humana, com caracteristicas importantes, como resisténcia a drogas e imunidade
(MARTINELLI et al., 2005).

Devido ao fato dos dois principais agentes antimalaricos (quinina e
artemisinina), serem de origem vegetal, a busca por componentes ativos oriundos de

plantas tém sido uma constante mundial (SAXENA, et al., 2003).

No presente trabalho, a atividade contra cepas da Leishmania (L) chagasi foi
testada devido ao fato de um membro da familia, Jasonia glutinosa, ter apresentado
esta atividade, devido a um sesquiterpeno (VILLAESCUSA-CASTILLO et. al.,
2000).

Publicacbes relacionadas a quimica dos compostos de Asteraceae, assim
como a do seu exemplar, Acanthospermum australe tém sido relatadas, porém
investigagbes envolvendo os aspectos botanicos ndo existem na literatura. A
importdncia em se caracterizar botanicamente uma espécie vegetal através de
estudos morfologicos e anatdmicos de seus 6rgaos constitui uma ferramenta de
suma importancia na diagnose de drogas vegetais, influenciando também o controle

de qualidade de produtos a partir dela preparados.

As descricdes de morfologia e anatomia de uma determinada espécie
vegetal permitem aos pesquisadores descobrirem se a mesma produz ou nao certos
grupos de substancias, dentre eles, o 6leo essencial. Este grupo de principio ativo &
uma mistura complexa de muitas substancias simples, geralmente monoterpenos e
sesquiterpenos, onde cada um desses constituintes contribui para um efeito benéfico

ou adverso do dleo.
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Os oleos essenciais sdo produtos naturais de grande valor, usados como
materiais brutos em muitos campos, incluindo perfumes, cosméticos, aromaterapia,
fitoterapia e alimentos (BUCHBAUER, 2000). Muitos estudos sobre as atividades
biolégicas dos 6leos essenciais tém sido publicados, relacionando as alteragdes de
composigao quimica, qualitativas e/ou quantitativas que ocorrem quando seus
respectivos vegetais produtores s&do provenientes de regides e estagios de
desenvolvimento diferentes, o que implica em agdes biologicas discordantes para os

6leos da mesma espécie (PANIZZI, et al., 1993).

Apresentando esta comunicacdo, deseja-se tornar bem conhecida esta
espécie da familia Asteraceae, uma planta medicinal pouco estudada e faciimente
adquirida em pastos e pomares ou ainda a beira de trilhos de trem e que,
selecionada e cultivada podera ter grande aplicagdo industrial, pelo seu valor

medicinal.
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Constituem objetivos desta tese:

- Estudar a espécie vegetal Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze, sob o

aspecto botanico, quimico e farmacolégico.
Sob o aspecto botanico:

- Caracterizar macro e microscopicamente as partes aéreas, constituidas de folhas e

caules da espécie em estudo.
Sob o aspecto quimico:

- Realizar a triagem fitoquimica com a droga constituida de partes aéreas deste

vegetal para os mais importantes grupos de principios ativos;

- Descobrir por métodos cromatograficos, baseado no seu uso popular, a substancia

presente no extrato aquoso, obtido por decocgao, que oferece agao antimalarica;

- Isolar alguns componentes dos extratos obtidos por percolagdo e identifica-los por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

- Extrair, identificar e comparar a composigcao quimica do 6leo essencial de amostras

do vegetal coletado em diferentes épocas e estagios de desenvolvimento;

- Dosear o teor de taninos no p6 da droga e no extrato hidroetandlico liofilizado do

vegetal em estudo.
Sob o aspecto farmacologico:

- Avaliar os extratos hidroetandlico liofilizado e cloroférmico quanto as atividades

antimalarica e antileishmania;

- Avaliar o extrato hidroetandlico liofilizado quanto as atividades antitlcera aguda e

antirnicrobiana.
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3- Revisao Bibliografica

3.1- Revisao da familia Asteraceae

3.1.1- Distribuigéo

3.1.2- Morfologia externa

3.1.3- Importéncia

3.1.4- Substancias do metabolismo secundario de Asteraceae

3.2- Reviséo do género Acanthospermum

3.3- A espécie Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

3.3.1- Estudos botanicos

3.3.1.1- Posi¢éo taxonémica

3.3.1.2- Denominagéo vulgar e cientifica

3.3.1.3- Caracteristicas morfoldgicas de Acanthospermum australe {(Loefl.) O. Kuntze
3.3.1.4- Propriedades medicinais de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze
3.3.1.5- Componentes isolados e agdes farmacoldgicas de Acanthospermum australe (Loefl.)
O. Kuntze

3.3.1.6- Distribuicado geogréafica de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze
3.3.1.7- Agentes antimalaricos de origem vegetal

3.1- Revisao da familia Asteraceae

Segundo BREMER (1994), o botanico francés Henri Cassini foi muito
importante por definir a classificagdo da Asteraceae. Demonstrou habilidade em
examinar o material da familia, descrever numerosos géneros e mostrar muitas
tribos que s&do reconhecidas hoje. Estes resultados foram publicados em jornais
franceses e dicionarios, e devido a este modo de publicagdo, o impacto de seu
trabalho foi severamente reduzido, apesar de que, muito do que ele propds, é aceito
hoje, na classificagdo desta familia. Em 1816, publicou um diagrama mostrando as

inter-relagoes das 19 tribos desta familia.

O primeiro livro publicado sobre Asteraceae foi no ano de 1832, por Lessing
que apresentou uma classificagdo muito diferente de Cassini; incluia sete tribos,
algumas com circunscrigdes bastante amplas e artificiais. Um esquema similar foi

adotado por De Candolle, em 1836.

Uma revisdo substancial sobre a classificagdo das tribos foi providenciada
por BENTHAM em Genera Plantarum (1873). Bentham desenvolveu um sistema, e

posteriormente, descobriu ser semelhante ao de Cassini. Por sua insisténcia,
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Bentham realizou algumas alteragbes consideraveis, descobrindo ainda, algumas

associagoes erroneas das tribos.

Em 1890, HOFFMANN mostrou em Die Nattiirlichen Pflanzenfamilien uma

classificagdo mais atualizada e com pequenos diagndsticos sobre todos os géneros;

seu esquema foi utilizado como referéncia geral por mais de 100 anos (tabela 1).

Atualmente, a familia Asteraceae compreende 3 subfamilias e 17 tribos,

como pode ser visto na tabela 2.

Tabela 1: Classificagdo de Asteraceae, segundo Bentham e Hoffmann.

Bentham 1873

Hoffmann 1890

Vernoniaceae Vernonieae
Eupatoriaceae Eupatorieae
Asteroideae Astereae
Inuloideae Inuleae
Helianthoideae Heliantheae
Helenioideae Helenieae

Anthemideae

Anthemideae

Senecionideae Senecioneae
Calendulaceae Calenduleae
Arctotideae Arctotideae
Cynaroideae Cynareae
Mustisiaceae Mutisieae
Cichorieae

Cichoriaceae
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Tabela 2: Classificagdo de Asteraceae, com numero de subtribos, géneros e
espécies (JUDD, 1999).

Tribo Subfamilia Género/Espécie Géneros representativos
. Barnadesioideae 9/92 Bamadesia, Chuquiraga,
1- Barnadesieae
Dasyphyllum
“Cichoriocideae” 76/970 Chaptalia, Gerbera,

2- Mutisieae ] n o
Gochnatia, Mutisia, Trixis

"Cichorioideae” 83/2500 Carduus, Centaurea,

3- Cardueae (= Cynareae
=Cy ) Cirsium, Cynara, Echinops

*Cichorioideae” 98/1550 Cichorium, Crepis,
Hieracium, Krigia, Lactuca,
4- Lactuceae (= Cichorieae) Pymhopappus, Sonchus,
Taraxacum, Tragopogon,
Youngia
5- Vernonieae “Cichorioideae” 98/1300 Elephantopus, Vernonia
6- Liabeae “Cichorioideae” 14/160 Liabum
7- Arctoteae “Cichoricideae” 16/200 Arctotis, Berkheya
8- Inuleae Asteroideae 38/480 Inula, Pulicaria, Telekia
9- Plucheae Asteroideae 28/220 Pluchea, Sphaeranthus
Asteroideae 162/2000 Anaphalis, Antennaria,
10- Gnaphalieae Gamochaeta, Gnaphalium,
Leontopodium
11- Calenduleae Asteroideae 8/110 Calendula, Osteospermum
Asteroideae 174/2800 Aster, Baccharis, Conyza,
12- Astereae Erigeron, Haplopappus,
Solidago
Asteroideae 109/1740 Achillea, Anthemis,

Argyranthemum, Ariemisia,
13- Anthemideae
Chrysanthemum, Tanacetum

Leucanthemum, Seriphidium,

14- Senecioneae Asteroideae 120/3200 Erechtites, Senecio

Asteroideae 110/830 Amica, Flaveria, Gaillardia,

Helenium, Pectis, Tagetes

15- "Helenieae”

Asteroideae 189/2500 Ambrosia, Bidens, Calea,
Coreopsis, Cosmos, Dahlia,
16- Heliantheae , .
Helianthus, Ilva, Rudbeckia,

Verbesina, Viguiera, Zinnia

Asteroideae 174/2400 Ageratum, Carphephorus,
17- Eupatorieae Eupatorium, Garbena,
Liatris, Mikania




Revisao Bibliografica 13

3.1.1- Distribuicao

A familia Asteraceae, conhecida como “a familia do girassol”, distribui-se por
quase toda terra, envolvendo os mais variados ecossistemas, sendo, portanto,
cosmopolita (JUDD, 1999; BREMER, 1994; CRONQUIST, 1981; HEYWOOD, 1977).

Sua diversidade maxima esta associada a areas abertas, freqlientemente
temperadas, como pradarias e savanas das Américas; estepes e gramados da
Africa, Asia, Austrdlia e da Nova Zelandia. As mesmas ascendem muito nas
montanhas (por exemplo, Achillea, alquemilas tipicas dos Alpes) e crescem também
em desertos, praias, solos salgados e ingspitos, contando sempre que a luz lhes
seja oferecida em toda sua plenitude (BREMER, 1994; CRONQUIST, 1981;
HEYWOOD, 1977).

De acordo com JUDD (1999), a familia compreende 1535 géneros e cerca
de 23000 espécies. Os maiores géneros estdo representados por Senecio (1500
espécies), Vemonia (1000), Cousinia (600), Eupatorium (600), Centaurea (600),
Hieracium (500), Helichrysum (500), Artemisia (400), Baccharis (400), Saussurea
(300), Mikania (300), Cirsium (270), Aster (250), Jurninea (250), Bidens (200),
Gnaphalium (150) e Solidago (100).

Muitos géneros ocorrem nos Estados Unidos e Canada, sendo
especialmente importantes os géneros Ambrosia, Antennaria, Artemisia, Aster,
Baccharis, Bidens, Coreopsis, Erigeron, Senecio, Centaurea, Chrysothamnus,
Cirsium, Eupatorium, Elephantopus, Gaillardia, Gamochaeta, Gnaphalium,
Haplopappus, Helianthus, Hieracium, Liatris, Lactuca, Rudbeckia, Solidago,
Verbesina e Vemonia (JUDD, 1999).

3.1.2- Morfologia externa

As tribos e os géneros em que os botanicos subdividem esta familia sé@o
unicamente determinados pelo estudo de sua estrutura floral; suas folhas sdo muito
variadas, sejam inteiras ou fendidas, de disposi¢cao alterna ou oposta, podendo ser
latescentes ou nao (JOLY, 1966).

A grande maioria dos géneros (aproximadamente 98%) é constituida por

plantas de pequeno porte (ervas, subarbustos, trepadeiras ou excepcionalmente
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arvores). As flores sao sempre reunidas em inflorescéncia caracteristica, o capitulo e

as flores sdo de simetria radial ou zigomorfas, até bilabiadas.

Os capitulos podem conter s6 flores hermafroditas, sé femininas nos bordos
e hermafroditas nos discos ou femininas nos bordos e masculinas nos discos ou
entdo, s6 contém flores masculinas ou s6 femininas em plantas didicas, além da
presencga de bracteas externas, também bractéolas para cada flor, como é o caso,
por exemplo, em Calea, e ai dizemos que o receptaculo & paleaceo (JOLY, 1966).
As flores ainda sdo do tipo pentdmeras com calice profundamente modificado,

transformado no papilho (Pappus) e servindo a disseminagao do fruto.

O papilho pode ser piloso ou as vezes espinhoso. A corola é pentamera,
com 5 lobos iguais ou entédo ligulada ou bilabiada e o androceu € formado por 5
estames ferteis, com filetes livres e anteras, introsas, soldadas em um tubo que é
atravessado pelo estilete; o ovario € sempre infero, bicarpelar, unilocular, com um
unico ovulo ereto; o estilete apresenta-se freqiientemente com um anel de tricomas,
logo abaixo da bifurcacdo e o fruto € seco indeiscente, tipo aquénico, disperso pelo
vento ou excepcionalmente ficando encerrado no capitulo, que entdo tem bracteas
duras e espinhosas (Xanthium, Arctium) (JOLY, 1966).

Exemplos comuns entre nés sdo as inumeras espécies de Vemonia,
Piptocarpha, pequenas arvores dos campos; Efephantopus, ervas com folhas em
rosetas e escapo floral com capitulos brancos; Helianthus, o popular girassol, com

sementes oleaginosas e enormes capitulos, entre outras (JOLY, 1966).

3.1.3- Importancia

A familia & de grande importancia econdémica, incluindo alimentos e plantas
agroindustriais (alface, chicéria ou escarola, alcachofra, girassol), ornamentais
(dalia, crisantemo, margarida), ervas medicinais (camomila, taraxaco, picao,
artemisia), ervas daninhas importantes (dente-de-ledo, cardo) incluindo a espécie
venenosa Senecio jacobaea, responsavel por muitas mortes de animais domésticos.
Algumas das poucas arvores maiores como Montanoa revealii sdo cortadas para
madeira (JOLY, 1966; BREMER, 1994).
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Os géneros Tanacefum e Pulicaria contém espécies com propriedades
inseticidas e o género Ambrosia apresenta as principais especies causadoras de
febres (JUDD, 1999).

3.1.4- Substancias do metabolismo secundario de Asteraceae

Entende-se como metabolismo o conjunto de reagbes quimicas que
continuamente estdo ocorrendo em cada célula, tendo as enzimas especificas
papéis importantes no direcionamento dessas reag¢oes, estabelecendo o que se

denomina de rotas metabdlicas.

Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados sdo chamados de metabdlitos e as reagdes enzimaticas envolvidas
respectivamente sdo designadas como anabolicas, catabdlicas ou de
biotransformagdo (SIMOES, 2001; SIMOES, 2004). Estas reacdes visam,
primariamente, o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias
fundamentais da célula: energia (derivada basicamente de ATP), poder redutor
(NADPH) e biossintese das substancias essenciais a sua sobrevivéncia

(macromoléculas celulares).

Substancias essenciais a vida de um organismo como as macromoléculas
de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos tém sido definidas como
integrantes do metabolismo primario, constituindo, tradicionalmente, o conteudo das
disciplinas de bioquimica.

Vegetais, microorganismos e, em menor escala, animais, entretanto,
apresentam todo um arsenal metabélico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de
produzir, transformar e acumular inumeras outras substancias nédo necessariamente
relacionadas de forma direta a manutengdo da vida do organismo produtor. Neste
grupo, encontram-se substancias cuja produgéo e acumulagdo estido restritas a um
nimero limitado de organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo
correspondente, especificos e unicos, caracterizando-se como elementos de

diferenciacao e especializagao (WINK, 1990).

A todo este conjunto metabdlico costuma-se definir como metabolismo

secundario, cujos produtos, embora nd&o necessariamente essenciais para o
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organismo produtor, garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para a

perpetuacao de sua espéecie, em seu ecossistema.

Durante muito tempo, os metabélitos secundarios foram considerados como
produtos de excregdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,
propriedades biologicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas
destas substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacao do produtor a seu meio. De fato, ja foram reconhecidas como fungdes de
varias substancias pertencentes a essa classe de metabdlitos, por exemplo, a
defesa contra herbivoros e microorganismos, a protegdo contra os raios
ultravioletas, a atracao de polinizadores ou animais dispersores de sementes (WINK,
1990) e em alelopatias (HARBORNE, 1988).

O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos na natureza, segundo
RHODES (1994), € determinado por necessidades ecologicas e possibilidades
biossintéticas, sendo que a co-evolugdo de plantas, insetos, microorganismos e
mamiferos conduz a sintese de metabolitos secundarios com fungdes de defesa ou
atracdo, principalmente. Assim, os metabdlitos secundarios, por serem fatores de
interacdo entre organismos, freqiientemente, apresentam atividades biologicas

interessantes.

Os metabdlitos secundarios sdo de grande importancia ao homem, pois
permitem estudos de rotas biossintéticas que podem trazer novos avangos em
conhecimentos técnico-cientificos em areas diversas como de quimica, fisica e
biociéncias. Favorecem ainda pesquisas de sinteses de novos farmacos, baseados

em estruturas e atividades bioldgicas.

Quimicamente, a familia Asteraceae apresenta uma diversidade ampla de
metabolitos secundarios, despertando assim um grande interesse econdmico
mundial em seu estudo. Os flavondides, as lactonas sesquiterpénicas baseadas em
terpendides, os poliacetilenos derivados de acidos graxos e os frutanos
polissacarideos sao alguns compostos que podem ser mencionados, caracteristicos
desta familia (HEYWOQOD, 1977). Estes ultimos s&o distintivos na bioquimica de
Asteraceae, pois sdo polissacarideos incomuns que se baseiam em frutose em vez
de glicose, que € mais comum em outras familias de plantas; sdo conhecidos

também como inulinas.
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Os poliacetilenos correspondem a um amplo grupo de metabdlitos
secundarios ndo nitrogenados. Esses compostos estdo relacionados a algumas
familias como Asteraceae, Apiaceae, Pittosporaceae, Campanulaceae,
Goodeniaceae e Caprifoliaceae (JUDD, 1999).

Os terpendides também correspondem a um amplo grupo de compostos
secundarios de importancia em numerosas interagdes bidticas. Sdo amplamente
distribuidos e muitos tém fungoes fisioldégicas primarias, podendo ser originados a
partir de pigmentos carotendides e hormoénios, como acido giberélico e acido
abcisico (JUDD, 1999).

A distribuicao de alguns tipos de terpendides & taxonomicamente importante.
Assim, monoterpendides e sesquiterpendides constituem os maiores componentes
do 6leo essencial, caracteristicos de algumas espécies das familias, Myrtaceae,
Rutaceae, Apiaceae, Lamiaceae, Verbenaceae e Asteraceae, que ndo ocorrem
somente em tecidos vegetais (em cavidades ou canais no tecido parenquimatico),
mas também em glandulas florais onde funcionam como atrativos para insetos
(JUDD, 1999).

Entende-se como lactonas sesquiterpénicas, os terpenodides com 15 atomos
de carbono, distinguiveis quimicamente de outros sesquiterpendides pela presenca
de um sistema a-metileno y-lactonico (SEAMAN, 1982; IVIE e WITZEL, 1983;
HARBORNE e TURNER, 1984). Primariamente, sdo classificados de acordo com o
tipo de esqueleto carbociclico em: germacrandlidos, pseudoguaiandlidos,
eudesmandlidos e guaianolidos (PICMAN, 1986).

A estes terpendides, atribuem-se varias atividades bioldgicas, tais como:
antiinflamatoria, citotoxica, antitumoral, bactericida, fungincida e antitlcera
(RODRIGUEZ, 1977; PICMAN, 1986; ROBLES et al., 1995; HEINRICH et al., 1998).

As lactonas sesquiterpénicas sao bastante conhecidas em Asteraceae (onde
sdo diversas e taxonomicamente uteis) e podem ocorrer em outras familias como as

Apiaceae, Magnoliaceae e Lauraceae (JUDD, 1999).

A figura 1 mostra as principais rotas de produgao de metabdlitos secundarios
em Asteraceae, de acordo com BOHLMANN (1976). As figuras 2 e 3 ilustram as

lactonas sesquiterpénicas encontradas na familia Asteraceae, segundo HERS
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(1973) e HEGNAUER (1964), respectivamente. A figura 4 mostra algumas estruturas
triterpénicas comuns na familia, de acordo com HEGNAUER (1964).
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Figura 1: Rotas principais de produtos naturais de Asteraceae (BOHLMANN, 1976).
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Figura 4: Algumas estruturas triterpénicas de Asteraceae (HEGNAUER, 1964).
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Em relagdo ao 6leo essencial, membros das Asteraceae, com excegio da
Cichorieae, produzem esta substancia que sdo depositadas no interior de tricomas
glandulares ou ductos esquizégenos em quantidades apreciaveis. Além dos
monoterpendides e dos sesquiterpendides como constituintes deste 6leo, fazem
parte da composi¢do, os fenilpropanodides, acetilenos e cromonas (HEGNAUER,
1964). A figura 5 ilustra alguns componentes do Oleo essencial de plantas

pertencentes a esta familia, de acordo com o mesmo autor.

O acido 3,4-dihidroxicinamico, conhecido comercialmente como acido
caféico [(HO),C¢H3;CH=CHCO,H], € um composto fendlico que esta entre os
componentes em maior quantidade nesta familia de vegetais. Esta normalmente
presente como uma mistura de acidos clorogénico, incluindo cinarina e algumas
vezes como acido chicorico (HEGNAUER, 1964). Alguns compostos fendlicos e
fenilpropandides de Asteraceae podem ser vistos na figura 6.

A partir de extratos de ervas medicinais de uso popular, utilizados no
combate aos mais diferentes tipos de doengas, podem ser isolados iniUmeros
metabdlitos com atividades biolégicas cientificamente comprovadas, como os
antivirais (Calendula arvensis, saponinas triterpendides), (TOMASI, 1991),
antitumorais (Helianthella quinquinervis, o benzofurano 6-metoxi-trimetil-ona),
analgésicos e antiinflamatorios (Cirsium subcoriaceum, o flavondide pectoliarina),
antibacterianos, antimalaricos (Artemisia annua, a lactona sesquiterpénica
artemisinina; NGO et al, 1997), antileishmaniose (Jasonia glutinosa, o
sesquiterpeno [11R]-eudesm-4 (14)-eno-5, 11-12-diol (VILLAESCUSA-CASTILLO ef
al., 2000) e antifungicos (Senecio pampae, furanoeremofilanos). Tais
metabdlitos servem como padrées ou prototipos para desenvolvimento de seus

derivados, bem como de sua sintese.

Sao também comuns na familia algumas ervas que agem como inseticidas
naturais, pois contém alcamidas especiais como a Spillanthes mauritiana,
(JONDICO, 1986); piretrinas e ésteres de piretrolona, substancias existentes nas
flores do Chrysanthemum (Pyrethrum) cineraniaefolium, valendo a pena ainda
mencionar que inseticidas piretréides sao compostos sintéticos que apresentam
estruturas semelhantes a da piretrina: aletrina, resmetrina, decametrina, cipermetrina

e fempropanato.



Reviséo Bibliografica 22

R=H: Timol

R=0OH: Derivado

timol Diidrobenzofuranoéide

(derivado timol)

, 0] |
&Y% J

SN TN
~ ~ “CH,—o0

12-acetdxi-10,11-deidrongaione
(furano sesquiterpeno)

Figura 5: Alguns componentes do 6leo essencial de Asteraceae (HEGNAUER,
1964).
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Figura 6: Alguns componentes fendlicos, fenilpropandides de Asteraceae
(HEGNAUER, 1964).




Revisao Bibliografica 23

3.2- Revisao do género Acanthospermum (INDEX KEWENSIS)
Espécies descritas do género Acanthospermum:

ACANTHOSPERMUM, Schrank, PIl. Rar. Hort.
Monac, t. 53 (1819). COMPOSITAE, Benth. & Hook. F. ii. 349.
Centrospermum, H. B. & K. Nov. Gen. Et Sp. Iv. 270. t.397 (1820)
Echinodium, Poiteau, ex Cass. In Dict. Sc. Nat. Lix. 235 (1829)
ORCYA, Vell. Fl. Flum.344 (1825).

brasilium , Schrank, Pl, Rar. Hort. Monac. li. 53.-Bras.

hirsutum, DC. Prod. V. 522 = brasilum.

hispidum, DC. |. c. 522—Bras.

humile, DC. |. ¢. 522—Ind. occ.

xanthioides, DC. 1. ¢. 521 = brasilum.

3.3- A espécie Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

Figura 7: Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze.
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3.3.1- Estudos botanicos
3.3.1.1- Posigao taxonémica

De acordo com o sistema de Cronquist (CRONQUIST, 1998), a espécie

Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze tem a seguinte posicdo taxondémica:

Divisao: Magnoliophyta Cronquist, Takhtajan,
Classe: Magnoliopsida (“Magnoliate”) Cronquist
Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae (Comnpositae)

Sub-familia: Asteroideae

Tribo: Heliantheae

Sub-tribo: Helianthinae

Género: Acanthospermum

Espécie: Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

3.3.1.2- Denominacgao vulgar e cientifica

Denominagao vulgar: carrapichinho, cordao de sapo, carrapicho mitido, maréto,
chifrinho, picao da prata (LORENZI, 2000), picdo da praia e poejo da praia (MORS,
2000, PENNA, 1941), espinho de agulha, erva-mijona, erva-mineira (MORS, 2000),
carrapicho-rasteiro e amor de negro (LORENZI, 2000; MORS, 2000, PENNA, 1941),
carrapicho de carneiro e mata-pasto (LORENZI, 2000; MORS, 2000), retirante
(PENNA, 1941), tapecue (SHIMIZU, 1987).

Denominagao cientifica: Acanthospermum brasilium Schrank, Melampodium
australe Loef., Centrospermum xanthioides H.B.K. e Oreya adhaerescens Vell.
(CORREA, 1984, LORENZI, 2000), Acanthospermum hirsutum DC., Echinodium
prostatum Poit. e Acanthospermum obtusifolium DC. (LORENZI, 2000),
Acanthospermum xanthioides DC (CORREA, 1984, PENNA, 1941, LORENZI,2000)
Melampodium divaricatum, Plumbago littoralis e Acanthospermum hispidum D.C
(PENNA, 1941).
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3.3.1.3- Caracteristicas morfoldgicas de Acanthospermum australe (Loefl.) O.
Kuntze

Trata-se de uma erva daninha muito comum em lavouras novas de cerrados
e campos e é considerada como planta medicinal (LORENZI, 2000), desenvolvendo-

se ainda melhor em terrenos arenosos do litoral (CORREA, 1984).

Possui como caracteristicas gerais ser uma planta anual, herbacea,
prostrada (CORREA, 1984, LORENZI, 2000), caules pubescentes e arroxeados
medindo 20 a 40 cm de comprimento (LORENZI, 2000) ou até 1 m (CORREA, 1984;
PENNA, 1941), com reprodugdo por sementes.

Suas folhas sdo opostas (CORREA, 1984: PENNA, 1941; LORENZI, 2000),
membranosas, denteadas e pilosas (CORREA, 1984), pubescentes e glandulosas
(LORENZI, 2000), medindo 1 a 4 cm de comprimento e 1 a 2 cm de largura
(LORENZI, 2000) ou até 3 cm de comprimento por igual largura (CORREA, 1984),

O peciolo é curto, de aproximadamente 1 cm, pilosos na base (LORENZI,
2000; CORREA, 1984); suas inflorescéncias sdo axilares, em forma de capitulos
solitarios e curto-pedunculados, contendo pequenas flores amareladas (LORENZI,
2000).

3.3.1.4- Propriedades medicinais de Acanthospermum australe (Loefl.) O.
Kuntze

A parte empregada na medicina popular sdo as partes aéreas ou mesmo a
planta inteira, sendo a infusdo e a decocgao os métodos de extragdo mais utilizados
(PENNA, 1941).

As folhas apresentam propriedades amarga e aromatica (CORREA, 1984;
PENNA, 1941; LORENZI, 2000), ténica, diaforética, mucilaginosa e antidiarréica
(CORREA, 1984; PENNA, 1941; LORENZI, 2000, MORS, 2000), antiblenorragica,
sendo usadas em casos de irisipela (CORREA, 1984; LORENZI, 2000; MORS,
2000), antimalarica, anemia e doencas do sistema urinario (MORS, 2000). E ainda
muito utilizada contra febres palustres e intermitentes (CORREA, 1984; LORENZI,
2000), assim como para tratamento da tosse, bronquite, moléstias do figado e como
expectorante (PENNA, 1941).
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GARCIA-BARRIGA (1975) informa em seu trabalho que o extrato da planta

inteira de A. australe tem sido usado na Coldmbia, no tratamento do cancer.

Os homeopatas empregam as folhas para a tintura que, com o nome de
Plumbago littoralis, tem sido usada nos casos de palpitagées, vertigens, reumatismo

articular e muscular e afecgdes do peito (PENNA, 1941).

3.3.1.5- Componentes isolados e agdes farmacoldgicas de Acanthospermum
australe (Loefl.) O. Kuntze

Partes aéreas contém numerosas lactonas sesquiterpénicas e diterpénicas
(HERZ, 1973; BOHLMANN, 1976; MORS, 2000). O flavonoide, 5,7,4'-triidroxi-3,6-
dimetoxi-flavona, com atividade inibitéria da aldolase foi isolado a partir do
fracionamento de um extrato hidroetandlico 70% de partes aéreas de A. australe,
proveniente do Paraguai (SHIMIZU et al., 1987). Outras substancias obtidas pelos
mesmos autores foram o trifolina, hiperina rutina, quercetina e acido caféico.

Extratos brutos de A. austfrale testados em camundongos infectados com
Plasmodium berghei e testados in vitro contra Plasmodium falciparum mostraram ser
ativos (CARVALHO, 1991).

Extratos de A. australe forneceram muitos melampolideos, um subgrupo de
germacranolideo e flavonodides (BOHLMANN et al., 1984; ZDERO, et al., 1987).

Alguns deles tém sido caracterizados por atividade antineoplasica (HERZ, 1975);

MATSUNAGA et al. (1996) isolaram uma substancia antineoplasica
denominada de acanthostral (cis, cis, cis-germacranolideo) a partir de um extrato
benzénico de “Tapecué” (A. australe), coletada no Paraguai. Varios diterpenos
(HERZ, 1981), acanthospermal A, timol, isotimol etc. tém sido isolados desta planta
(BOHLMAN et al., 1984).
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3.3.1.6- Distribuicdo geografica de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

No Brasil ocorre em Goias, do Piaui até o Rio Grande do Sul e Minas Gerais
(PENNA, 1941). A corregdo das condigdes de fertilidade do solo geraimente leva a
diminuigdo do nivel de infestagdo. Ocorre também em pastagens e em outros tipos
de solo, porém sua presenca esta sempre ligada a baixos indices de fertilidade dos
mesmos (PENNA, 1941: CORREA, 1984; LORENZI, 2000).

Figura 8: Distribuicdo geografica do Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze
(LORENZI, 2000).

3.3.1.7- Agentes antimalaricos de origem vegetal

A malaria € a doenga que mais prevalece no mundo, dentre aquelas
causadas por insetos. E um exemplo classico de doenga que afeta a produtividade
de individuos, de familias e de toda sociedade, sendo mais comum em paises
subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento (WHO, 1993; EKTHAWATCHAI, et
al, 1999; SAXENA, 2003).

Na Africa, seu impacto é muito grande (WHO, 1993; EKTHAWATCHAI, et al,
1999). Outras areas incluem o leste da Asia, a China e a india. Pesquisadores

estimam que mais de 40% de casos de malaria que ocorrem na india sdo causadas
por Plasmodium falciparum (KUMAR, 1994).
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A primeira droga antimalarica descoberta foi a quinina, isolada de cascas de
espécies do género Cinchona (Rubiaceae) em 1820. Em 1940, uma outra droga
antimalarica, a cloroquina, foi sintetizada (BHAREL et al., 1996). Este antimalarico,
amplamente disponivel mundialmente que outrora foi considerado o principal
controlador da doencga, € hoje, ineficaz na maioria da malaria provocada por P.

falciparum de areas endémicas (WHO, 2006).

Tratamentos da malaria resistentes a cloroquina, foram feitos com farmacos
alternativos ou combinagdes de farmacos, que mostraram ter alto custo e algumas
vezes, toxicos. Além disso, essas combinagdes nao foram sempre baseadas na
farmacocinética dos principios ativos devido aos poucos conhecimentos sobre o
mecanismo de agido da maioria dos farmacos antimalaricos (SAXENA, et al, 2003).
Por esta razao, grupos de pesquisa estdo se desempenhando atualmente para

desenvolver novos compostos ativos como uma alternativa para a cloroquina.

A descoberta da Qinghaosu, conhecida como artemisinina, inspirou a
investigagao de alguns outros peroxidos de ocorréncia natural por suas atividades
esquizonticidas (KLAYMAN, 1985). Esta substancia € uma lactona sesquiterpénica
com atividade antimalarica, isolada das folhas e inflorescéncias da Arfemisia annua
Linné (Asteraceae). A pouca hidrossolubilidade da artemisinina constituiu, talvez, o
maior problema das industrias farmacéuticas que desenvolveram varias posologias,
vias de administracdo e derivados mais potentes desta substancia no intuito de
solucionar o problema; o mais promissor € o seu derivado éter metilico artemeter
(ROBBERS, et al, 1997), que apresentou atividade também em Schistosoma
mansoni (ARAUJO ef al., 1991).

A mortalidade anual, estimada a mais de um milhdo de pessoas, vem
subindo, provavelmente devido ao aumento da resisténcia do protozoario aos
farmacos. O controle da malaria requer uma integridade aproximada
compreendendo prevengdo que inclui o controle do vetor e tratamentos com
antimalaricos efetivos (WHO, 2006).

Devido ao fato dos dois principais agentes antimalaricos (quinina e
artemisinina) serem de origem vegetal, a busca por componentes ativos oriundos de
plantas tém sido uma constante mundial (SAXENA, et al., 2003).
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A seguir, apresentar-se-30 alguns resultados de estudos com espécies

vegetais que apresentaram alguma atividade contra o protozoario da malaria:

- Em 1995, VALSARAJ et al. avaliaram as especies vegetais Garcinia gummigutta
(Guttiferae) e Mammea longifolia (Guttiferae) contra o parasita da malaria, sensiveis
e resistentes a cloroquina na concentragdo de 100 mg/mL. A porcentagem da
inibicdo de crescimento induzida por Garcinia e Mammea foram, respectivamente,
99.5% e 86%.

- Uma atividade antimalarica in vivo do extrato alcaloidico total de Golipea longiflora
tem sido confirmada em roedores infectados com P. vinckei patteri, quando do
tratamento oral com uma dose de 50 mg/Kg do extrato (GANTIER, et al., 1996.).

- Um novo alcaléide dibenzilisoquinolinico, nomeado como (+)-2-N-metiltelobino, foi
isolado de Stephania erecta (Menispermaceae), que inibiu o crescimento de cultura
de cepas sensiveis e resistentes a cloroquina (VALSARAJ, et al., 1995). Verificou-se
também que o alcaléide augustina, isolado de Sirychnopsis thouarsi e
Spirospermum  penduliflorum  exibiu  significante  atividade  antimalarica
(RATSIMAMANGA-URVERG, et al., 1992).

- Um extrato aquoso proveniente da decocgéo de cascas de raizes de Uapaca nitida
(Euforbiaceae) & usado na Tanzéania no tratamento da malaria. Extrato alcoolico de
cascas de raizes dessa espécie mostrou atividade antimalarica contra P. berghei em
roedores (KIRBY, et al., 1993).

- Flavondides isolados de Artemisia annua ndo demonstraram ser ativos contra P.
falciparum, mas demonstraram um efeito de potencializagido seletiva sobre a
atividade da artemisinina (LIU, ef al., 1992).

- O extrato etanodlico de Garcinia dulcis (Guttiferae) forneceu 5 xantonas, sendo que
uma delas, a garciniaxantona, apresentou efeito inibitério sobre o crescimento de P.
falciparum com valor de ICsg igual a 0.96ug/mL (LIKHITWITAYAWUID, et al., 1998).

- O oleo essencial de folhas e caules de Tetradenia ripari mostrou moderada

atividade antimalarica contra duas cepas de P. falciparum (CAMPBEL, et al., 1997).

- LOPES, et al. (1999) mencionam que o 6leo essencial de folhas de Virola

surinamensis, coletadas na ilha de Combu, proximo a Belém-Para, apresentou
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excelente atividade antimalarica in vitro, sendo esta atividade atribuida ao

sesquiterpeno nerolidol.

- MILHAN et al. (1997) avaliaram os oOleos essenciais de Artemisia vulgaris,
Eucalyptus globulus, Myrtus comunis, Juniperus comunis, Lavandula angustifoia,
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis, contra duas cepas de
P. falciparum, FcB1-Columbia e uma cepa Nigeriana resistente a cloroquina. Os
melhores resultados foram obtidos com 6leos de Myrtus comunis e Rosmarinus
officinalis que inibiram 50% do crescimento do parasita, in vifro, nas concentragbes
compreendidas entre 150 pg/mL a 270 pg/mL.
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4.1- Aspectos botanicos
4.1.1- Coleta e identificagao

O material vegetal correspondente as partes aéreas de Acanthospermum
australe (Loefl.) O. Kuntze utilizada para os estudos botanico, quimico e
farmacolodgico foi coletado em trés momentos diferentes, no Sitio Toyota, perimetro
urbano da cidade de lacri, situada a 540 Km da cidade de Sao Paulo, em janeiro de
2003, outubro e novembro de 2005. O vegetal em questido apresentava-se em fase
de floracao e frutificacdo. As condi¢gbes do tempo, assim como o horario da coleta
foram levadas em consideragao (OLIVEIRA e AKISUE, 1991).

O vegetal foi identificado pelas botanicas, Dra. Rosangela Simao Bianchini,
do Instituto Botanico de Sao Paulo, Se¢édo de Curadoria do Herbario e por Rejane
Esteves, do Departamento de Botanica do Horto Florestal — SP, e também pelo
professor da Universidade de S&o Francisco, Braganca Paulista, SP, Dr. Fernando
de Oliveira. A exsicata foi depositada no Instituto Botanico de Sao Paulo sob nimero
SP 366743.

O material foi dividido em duas partes, sendo uma destinada ao estudo

morfolégico e anatdmico e a outra destinada aos ensaios quimicos e farmacol6gicos.

4.1.2- Caracterizagdo macroscopica de folha

Folhas adultas, frescas e secas, de varios tamanhos, foram analisadas
quanto a dimensao, forma, aspecto da superficie, cor, odor, sabor, entre outras
caracteristicas consideradas importantes para a diagnose da droga (OLIVEIRA e
AKISUE, 2000). Para tanto, o material foi observado a olho nu ou através de lupa de

pequeno aumento e as medidas foram obtidas com régua e paquimetro.

4.1.3- Caracterizagio microscopica de folha e caule

Executou-se o estudo anatémico da folha mediante a elaboracao de cortes a
mao livre, no tergo medio inferior do 6rgao conservado em etanol 70%, de acordo
com as técnicas usuais (OLIVEIRA e AKISUE, 2000). O estudo do caule foi obtido a
partir de cortes realizados em brotos apicais, na regido de estrutura primaria
(OLIVEIRA e AKISUE, 2000).
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Os cortes foram submetidos a dupla coloragdo com azul de astra e fucsina
basica (ROESER, 1962) ou com azul de toluidina (O’'BRIEN et al., 1965). Testes
histoquimicos foram também realizados, empregando-se as solugdes de floroglucina
cloridrica (SASS, 1951) para estruturas lignificadas; lugol (BERLYN e MIKSCHE,
1976) para amido; reagente Sudan IV (FOSTER, 1949) para substancias lipofilicas;
azul de metileno (OLIVEIRA e AKISUE, 2000) para mucilagem; cloreto férrico
(JOHANSEN, 1940) para compostos fenodlicos e acido sulfurico (OLIVEIRA e
AKISUE, 2000) para evidenciar a natureza quimica dos cristais. As fotomicrografias
foram obtidas através de aparelho Nikon®, utilizando-se escalas nas seguintes
condigbes oOpticas: 40 vezes: barra de 0,4 cm equivalendo a 100 ym; 100 vezes:
barra de 1,1 cm equivalendo a 100 ym; 200 vezes: barra de 1,1 cm equivalendo a 50
um; 400 vezes: barra de 1,1 cm equivalendo a 25 ym.

4.2- Aspectos quimicos

As folhas e caule do vegetal foram submetidos a secagem, em estufa, com
circulagéo de ar, a temperatura de 40-45 °C, por 24 horas, sendo posteriormente

pulverizadas em moinho de facas e martelos, obtendo-se pé semi-fino
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.1- Triagem fitoquimica

Realizaram-se os ensaios fitoquimicos em triplicata com folhas e caules do
vegetal a pesquisa de alcaldides (COSTA, 1978, DOMINGUES, 1973,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959), saponinas (COSTA, 1978), glicosideos
cardiotonicos (COSTA, 1978, DOMINGUES, 1973), antraderivados (COSTA, 1978,
DOMINGUES, 1973), flavondides (COSTA, 1978, GRAYER, 1989), mucilagens
(COSTA, 1978), taninos e outros compostos fendlicos (COSTA, 1978, GRAYER,
1989, FARMACOPEIA, 1959, SPENCER, 1988), além de 6leo essencial (COSTA,
1978). Os mesmos procedimentos foram realizados com as drogas-padrao contendo

altas concentragdes de cada grupo de principio ativo.

A tabela 3 mostra todos os ensaios fitoquimicos realizados com as partes

aéreas da espécie em estudo.
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Tabela 3: Ensaios para detecgao de grupos de principios ativos em partes aéreas

de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze.

Grupos de principios ativos

Reagoes

Alcaldides

- Reagéao de Bertrand

- Reagédo de Mayer

- Reacgao de Dragendorff
- Reagao de Bouchardat

Flavonoides

- Reagéo de Shinoda
- Reagao com cloreto de aluminio

- Reagao com hidréxidos alcalinos

Saponinas

*- Teste de espuma

Taninos e compostos fendlicos

*- Adstringéncia

- Reagdes com sais de ferro

- Reagédo com acetato de chumbo
- Reagao com acetato de cobre

- Reagao com alcaloides

- Reagéao com gelatina

Antraderivados

- Pesquisa de compostos

antraguindnicos livres e combinados

Glicosideos cardiotonicos

- Do nucleo esteroidal:

- Reacgao de Liebermann-Burchard
- Do anel lactonico pentagonal:
- Reagéo de Kedde

- Reacgéao de Baljet

- De 2-desoxiagucares:

- Reagéo de Keller-Killiani

Mucilagens

*_ Indice de Intumescimento (l.1)

Oleo essencial

*- Verificagdo de odor

* Foram obtidos sem o uso de reativos quimicos.
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4.2.2- Ensaios para o 6leo essencial

O oleo essencial das folhas frescas proveniente de duas coletas
(outubro/2005 e novembro/2005), assim como da droga pulverizada, constituida de
folhas e caules e droga pulverizada constituida somente de caule, coletadas em
janeiro de 2003, foi obtido por hidrodestilagido em aparelho de Clevenger modificado
(WASICKY e AKISUE 1969), por aproximadamente 6 horas. Para estes
procedimentos foram hidrodestiladas 400 g de folhas frescas e 150 g de droga.

Os rendimentos foram calculados e o éleo foi acondicionado em frasco ambar
e conservado em geladeira, sendo posteriormente submetido a ensaios em
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia em camada delgada
preparativa (CCD preparativa) e analise de seus componentes em cromatégrafo a

gas acoplado a espectro de massa, com banco de dados (CG/EM).

Os dados do aparelho e as condi¢cdes de andlise deste trabalho de pesquisa

sdo mostrados a seguir:

A- Analise do 6leo essencial da droga constituida de folhas e caules coletadas em

janeiro de 2003, quando o vegetal encontrava-se em fase final de frutificacéo:

- Dados do aparelho:
Marca Shimadzu QP 5050 A (CG/EM);

- Condig¢bes da analise:

Solvente: Diclorometano (CH,C)y);

Temperatura do forno: 100°C;

Temperatura do injetor: 230°C;

Temperatura da interface: 280°C;

Gas carreador: Hélio;

Coluna: DB-5 (5% fenil, metil polisiloxano, 30 m x 0,32 mm);

Rampa: inicio a 100°C por 3 minutos e velocidade de 5°C/min até alcangar 280°C,

permanecendo por mais 10 minutos; tempo total da analise: 49 minutos.
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B- Analise do dleo essencial da droga constituida de caules coletados em janeiro de

2003, quando o vegetal encontrava-se em fase final de frutificacao:

- Dados do aparelho:
Marca Shimadzu QP 5050 A (CG/EM);

- Condigdes da analise:

Solvente: Diclorometano (CH;Cly);

Temperatura do forno: 100°C;

Temperatura do injetor: 230°C;

Temperatura da interface: 280°C;

Gas carreador; Hélio;

Coluna: DB-5 (5% fenil, metil polisiloxano, 30 m x 0,32 mm);

Rampa: inicio a 100°C por 3 minutos e velocidade de 5°C/min até alcancgar 280°C,

permanecendo por mais 10 minutos; tempo total da analise: 49 minutos.

C- Analise do o6leo essencial de folhas frescas coletadas em outubro e novembro de
2005, quando o vegetal encontrava-se, respectivamente, em fase de floragao e inicio
de frutificacao:

- Dados do aparelho:
Marca Shimadzu QP 5050 A (CG/EM);

- Condigdes da analise:

Solvente: Diclorometano (CH2Cl);

Temperatura do forno: 100°C;

Temperatura do injetor: 280°C;

Temperatura da interface: 320°C;

Gas carreador: Hélio;

Coluna: DB-5 (5% fenil, metil polisiloxano, 30 m x 0,32 mm);

Rampa: inicio a 80°C por 1 minuto e velocidade de 10°C/min. até alcangar 280°C,
permanecendo por mais 5 minutos; de 280°C até 320°C na velocidade de 20°C/min.,

permanecendo a 320°C durante 10 minutos.
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4.2.3- Preparagao dos extratos
4.2.3.1- Extratos aquosos

Os extratos aquosos foram obtidos de duas formas: 1°- a fracdo aquosa
utilizada na extragcao do 6leo essencial, conforme citado no item 4.2.2, foi reservada
para estudo de composi¢do quimica. Este extrato foi submetido a um processo de
liofilizagdo e o seu rendimento calculado; 2°- uma amostra de 100 g de droga
pulverizada foi levada a fervura por 30 minutos, em 1 litro de agua. Deixou-se
resfriar naturalmente o produto, sendo em seguida filtrado por papel de filtro. A
operacgao foi efetuada por mais duas vezes, utilizando-se 1 litro de agua, em cada
uma. Os liquidos assim obtidos foram reunidos num mesmo frasco e,
posteriormente, liofilizados. O rendimento do liofilizado foi calculado e ambos os

extratos foram submetidos a analise em CCD.

4.2.3.2- Extrato hidroetanolico 70% e Extrato Hidroetanolico Liofilizado (EHL)

Uma amostra de 100 g de droga constituida por partes aéreas de
Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze foi percolada segundo o método
descrito na Farmacopéia Brasileira (1959), empregando-se como liquido extrator,
etanol 70%. O extrato hidroalcodlico assim adquirido foi concentrado em evaporador
rotativo, sendo posteriormente submetido a um aparelho de liofilizagao,
conseguindo-se finalmente o extrato hidroetanodlico liofilizado (EHL), cujo rendimento
foi calculado.

O EHL foi acondicionado em vidro ambar e conservado em dessecador até o
momento dos ensaios farmacolégicos; o extrato hidroetanélico 70% foi submetido a
analise em CCD e CG/EM.

4.2.3.3- Extratos hexanico e cloroférmico

Para se chegar aos extratos hexanico e cloroférmico, uma amostra de 50 ¢
da droga pulverizada de partes aéreas de Acanthospermum australe (Loefl). O.
Kuntze foi submetida a um processo de percolagdo, como no item anterior. Os
extratos assim obtidos (percolados) foram concentrados em evaporador rotativo, e

os rendimentos, calculados. Posteriormente, aliquotas foram aplicadas em
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cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa, alcangando-se os respectivos
perfis cromatograficos. O extrato cloroférmico foi ainda submetido a analise em
CG/EM.

4.2.3.4- Extrato acetona:agua

Uma amostra de 300 g de droga pulverizada foi percolada com uma
associagdo de solventes, acetona:agua (1:1) (HAGERMAN, 1988) de acordo com a
mesma técnica empregada para obtengdo dos extratos dos itens anteriores. O
percolado foi concentrado até a secura, por evaporador rotativo, sendo calculado o

seu rendimento; aliquotas deste extrato foram aplicadas em CCD e CG/EM

4.2.4- Aplicagao dos extratos em CCD

Os perfis cromatograficos dos extratos cloroférmico e hexanico foram
obtidos a partir da aplicacdo das respectivas amostras em CCD, no sistema
cromatografico 1 e os perfis cromatograficos dos extratos aquoso, acetona:agua,
cloroformico e hidroetandlico, no sistema cromatografico 2, conforme séo

apresentadas a seguir.

- Sistema cromatografico 1:

Suporte: placa de vidro 20 X 20 cm

Adsorvente: silica gel preparativa PF 254

Fase movel: tolueno e acetato de etila (85:15)
Saturagao: completa; percurso: 12 cm ascendente
Espessura da silica: 800 p

Revelador: anisaldeido sulfurico

- Sistema cromatografico 2:

Suporte: placa de vidro 20 X 20 cm

Adsorvente: silica gel G254 de espessura 300 p

Adsorvente: silica gel preparativa PF 254 de espessura 1mm

Fase movel: acetato de etila:acido acético:acido formico:agua (100:11:11:26)

Saturagao: completa; percurso: 12 cm ascendente; Revelador: NP/ luz UV 366 nm
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4.2.5- Isolamento do componente comum a todos os extratos por CCD

preparativa

Apods aplicagdo dos extratos aquoso, acetona:agua, cloroféormico e
hidroetandlico no sistema cromatografico 2, com espessura de silica de 300 p,
observou-se a existéncia de um componente comum a todos os extratos. Assim,
isolou-se o mesmo por cromatografia em camada delgada preparativa a partir da
aplicaga@o do extrato acetona:agua 1:1 no sistema cromatografico 2 com espessura

de silica de 1mm.

A fragdo isolada, assim como todos os outros extratos, foi analisada em

CG/EM. Os dados do aparelho e as condi¢oes da analise sdo mostrados a seguir:

- Dados do aparelho:
Marca Shimadzu QP 5050 A (CG/EM);

- Condicbes da analise:
Coluna: DB-WAX (30 m x 0,25 mm);

Rampa: inicio a 60°C por 2 minutos e velocidade de 10°C/min. até 230°C.

4.2.6- Isolamento de um componente comum aos extratos cloroféormico e
hexéanico por CCD preparativa

Apos aplicacdo dos extratos cloroférmico e hexanico no sistema
cromatografico 1, isolou-se um componente comum a esses extratos. Esta
substancia foi aplicada em aparelho CG/EM e seus espectros foram analisados. Os

dados do aparelho e as condi¢des da analise sdo mostrados a seguir:

- Dados do aparelho:
Marca Shimadzu QP 5050 A (CG/EM);

- Condigdes da analise:

Coluna: DB-5 (30 m x 0,25 mm);

Rampa: inicio a 60°C por 1 minuto e velocidade de 20°C/min. ate 280°C,
permanecendo por mais 10 minutos;

Fluxo da coluna: 4,9 mL/min.
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4.2.7- Doseamento de taninos na droga vegetal e no extrato hidroetandlico
liofilizado (EHL)

O doseamento de taninos na droga vegetal e no extrato hidroetanodlico
liofilizado foi realizado conforme preconizado pela EUROPEAN PHARMACOPOEIA
(2001). O resultado foi expresso em porcentagem de taninos e o método baseia-se
na reagao colorimétrica dos polifenéis com o acido fosfomolibdottingstico, utilizando-

se como referéncia o pirogalol (Sigma).

Os ensaios foram realizados em triplicata.

Doseamento

A 0,750 g de droga vegetal foram adicionados 150 mL de agua destilada. O
conjunto foi aquecido em banho-maria por 30 minutos, resfriado e transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 250 mL. Apds a decantagdo dos
sélidos, o conjunto foi filtrado por papel de filtro, e foram descartados os 50 mL
iniciais do filtrado (F1). O mesmo procedimento acima descrito utilizando-se 0,300 g
de extrato hidroetandlico liofilizado (F3), também foi feito.

Polifenodis totais

Quantidade de 5 mL de F1 foram diluidos com agua destilada em um balao
volumétrico de 25 mL. A 2 mL desta solucéo foram adicionados 1 mL do reagente
fosfomolibdotlingstico e 10 mL de agua destilada em balao volumétrico de 25 mL e o
volume foi completado com a solugdo de carbonato de sodio. Apés 30 minutos, fez-

se a leitura da absorbancia a 760 nm (A1), usando agua como branco.

Desenvolveu-se 0 mesmo procedimento utilizando-se o filtrado obtido a

partir do extrato hidroetanélico liofilizado (F3).

Polifenois ndo adsorvidos pelo po de pele

Quantidade de 10 mlL de F1 foram adicionados a 0,10 g de p6 de pele
Merck. O conjunto foi levado a agitagdo em agitador magnético durante 1 hora e, em
seguida foi filtrado através de papel de filtro. Cinco mililitros deste filtrado foram
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diluidos com agua destilada em baldo volumétrico de 25 mL. A 2 mL desta solugao
foram adicionados 1 mL do reagente fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua
destilada em baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com a solugao
de carbonato de sodio. Ap6s 30 minutos, fez-se a leitura da absorbancia a 760 nm

(A2), usando agua como branco.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se o filtrado obtido a partir do

extrato hidroetandlico liofilizado (F3).

Padrao

Imediatamente antes do uso, 50,0 mg de pirogalol (Merck) foram diluidos em
agua em um baldo volumétrico de 100 mL. A 2 mL desta solugéo foram adicionados
1 mL do reagente fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua destilada em balao
volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com a solugdo de carbonato de
sodio. Apds 30 minutos, realizou-se a leitura da absorbancia a 760 nm (As), usando

agua como branco.

Calculo

O teor de taninos foi calculado em porcentagem através da equacéo:

% taninos = 62,5 (A1 —A)) m,
A3 my

Onde: A= valor de absorbancia dos polifendis totais a 760 nm; A,= valor de
absorbancia dos polifendis ndao adsorvidos pelo p6 de pele a 760 nm; As= valor de
absorbancia do padrao de pirogalol a 760 nm; m{= massa da amostra analisada
(droga vegetal ou extrato hidroetandlico liofilizado) em gramas; m,= massa do

pirogalol em gramas.
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4.2.8- Determinagdo de agua no po da droga e no EHL

Quantidade de 2 g de droga vegetal e 2 g do extrato hidroetandlico liofilizado
foram levados a estufa a 100 °C, separadamente, por 6 horas. Apds resfriamento do
cadinho de porcelana em dessecador, os mesmos foram pesados até que a massa
entre as pesagens néo diferisse em mais de 5 mg, em 3 pesagens consecutivas. A
determinagdo de agua foi calculada em porcentagem em relagdo a massa da

amostra inicial através da formula:

' Pd = mf x 100

| mi |

Onde: Pd = determinagéo de agua em porcentagem; mi = massa inicial da amostra

em gramas; mf = massa final da amostra, ap6s a secagem, em gramas.

4.3- Aspectos farmacolégicos
4.3.1- Atividade antimalarica e antileishmania dos extratos hidroetanédlico
liofilizado (EHL) e cloroférmico

- Atividade antimalarica
Animais

O biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
ofereceu os animais que foram mantidos em caixas esterilizadas com material
absorvente, recebendo agua e alimento ad libitum. A infeccdo com Plasmodium
chabaudi AJ., ocorreu em camundongos BALB/c fémeas. Todos os procedimentos
realizados tiveram aprovagdo prévia das comissdes de Etica em Pesquisa do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo.

Ensaio para determinagao da CEs,

Camundongos BALB/c foram infectados com 1x 10’ P. chabaudi AJ e
avaliados diariamente quanto a parasitemia, utilizando-se esfregacos sanguineos
corados com Giemsa e visualizados em microscopio 6ptico. Quando se verificou a

parasitemia de 15%, os animais sofreram sacrificio em camara de CO; e o sangue
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foi coletado através de puncédo cardiaca em tubo contendo solucdo de 50 uL de
liguemine (anticoagulante). O material foi diluido em 3 mL de meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e posteriormente centrifugado a 200 G
por 8 minutos, para separagdo das hemacias.

Apoés a contagem das hemacias em camara de Neubauer, determinou-se a
parasitemia e houve a aplicagéo de 5x1 0° de Plasmodium/pogco em placas de cultura
de 96 pocos, com volume final de 150 pL. Os compostos (5 mg), correspondente aos
extratos hidroetanolico liofilizado e cloroformico, foram previamente dissolvidos em
DMSO e diluidos em meio de cultura RPMI 1640 na concentragdo de 100 pg/mL em
triplicata. A placa foi incubada a 37°C em sistema “candle jar” (6% Oz, 5% CO,, 90%
N2) por 6 horas e apos este periodo adicionou-se 1 uCi/pogo de [°H] Hipoxantina
(Amersham) por mais 18 h. Ao final, a placa foi lavada em Cell Harvester e o

material radiativo aderido ao DNA foi coletado em fibra de vidro no mesmo aparelho.

A contagem da radiagao foi determinada em triplicata em um Espectrometro
Cintilador Rack Beta WALLAC 1209. Utilizou-se o sulfato de cloroquina (16 ug/mL)
como controle positivo do ensaio. Parasitas incubados na auséncia de farmacos
serviram como controle de viabilidade do ensaio. DMSO foi incubado nas mesmas
concentragbes com os parasitas para se verificar a auséncia de toxicidade e

conseqiientemente interferéncia no ensaio.

Analisaram-se os dados pelo softaware Graph Pad Prism 3.0, servindo-se de

uma curva do tipo sigmdide dose-resposta.

- Atividade antileishmania
Cultura dos Parasitas

Cultivaram-se promastigotas de Leishmania (L.} chagasi (cepa M 6445) em
meio M199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,25% de hemina e a 24°C.
Hamsters Gold foram infectados periodicamente para manutencdo da cepa, sendo
utilizados nos ensaios as formas promastigotas de no maximo trés passagens em

cultura.
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Ensaio de Viabilidade Celular- MTT

A viabilidade das formas promastigotas e macréfagos nos ensaios “in vitro”,
foram verificados pelo método do MTT (TADA et al, 1986). O MTT (3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium brometo) € um cromogeno que age como
substrato no processo respiratério oxidativo de mitocOndrias. Devido as
desidrogenases mitocondriais da célula, este produto é reduzido a seu subproduto
formazan. Assim, através da leitura da densidade optica (D.O.) a 570 nm é possivel

quantificar as células viaveis do sistema utilizado.

O MTT, na forma de um pdé amarelo fino, foi dissolvido em meio RPMI-PR’
na concentragdo de 5mg/ml, e posteriormente esterilizado por filtragdo em
membrana de 0,22um. O MTT (20ul/pogo) foi aplicado e a placa incubada na sua
respectiva temperatura (24°C Leishmania e 37°C macréfagos peritoniais) por 4
horas. Apds este periodo, adicionou-se 100ul/pogo de SDS 10% (dodecil sulfato de
sédio), e apds 18 horas realizou-se a leitura da D.O. a 570nm, em espectrofotometro
Labsystems Multiskan MS.

Determinagao da Concentragao Efetiva 50% (CEso)

Utilizando-se promastigotas de Leishmania (L.) chagasi determinou-se a
CEsy dos extratos, hidroetandlico liofilizado e cloroférmico, que indica a

concentragdo necessaria para matar 50% dos parasitas na cultura.

Diluiu-se o composto em analise (triplicata) em meio RPMI-PR™ 1640, nas
concentragoes iniciais de 100pg/mL em placa de 96 pogcos. Aplicou-se 1x10°

promastigotas/pogo e em seguida incubou-se a placa a 24° C por 24 horas.

Verificou-se a viabilidade dos promastigotas através do ensaio com MTT,
conforme descrito anteriormente. Os dados foram analisados pelo Softaware Graph

Pad Prism 3.0, utilizando-se uma curva do tipo sigmdide dose-resposta.
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4.3.2- Atividade antitilcera aguda
Animais

Ratos Wistar Hannover fémeas, pesando entre 150g a 180g, provenientes
do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo,
foram mantidos em gaiolas apropriadas recebendo ragdo e agua ad libitum por 5
dias antes do inicio do experimento; o ciclo de claro-escuro de 12/12h foi obedecido.
Os testes realizaram-se com lotes de 8 animais controle e 8 animais teste; o
experimento baseou-se na metodologia de MIZUI & DOTEUCHI, (1983) e BACCHI,
(1988).

Ensaio

A avaliagdo da atividade antiulcera do extrato hidroetandlico liofilizado (EHL)

ocorreu através do modelo de indugédo com acido cloridrico e etanol.

Respeitado o periodo de adaptagdo, os ratos foram mantidos em jejum
durante 24 horas. Em seguida, administrou-se o EHL, via oral, na dose de 400
mg/kg de massa corpérea do animal, em suspensao aguosa na concentragao de 40

mg/mL.

Para o grupo controle foi administrado o mesmo volume de agua (10 mL/kg
ou 1 mL por 100g do animal). O cloridrato de ranitidina, administrado via oral, na
dose de 100 ng/kg serviu como controle positivo. Apos 30 minutos, usou-se, por via

oral, o agente indutor de ulceras HCI 0,3 M em etanol 60%.

Decorrido uma hora, os animais foram anestesiados e mortos com éter. Os
estémagos foram retirados e abertos pela curvatura maior e fixados entre placas de

vidro para avaliagao das ulceragoes.

Realizou-se a avaliacdo das ulceracdes através de dois parametros: Area
Total de Leséo (ATL) e Area Relativa de Les&o (ARL). A ATL foi calculada somando-
se as areas de todas as Ulceras, sendo expressa em mm?. Para a medida das areas
utilizou-se o programa Image Pro Plus. A ARL foi calculada através da férmula

conforme descrita a seguir:
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ARL = ATL/AT x 100

Onde, ARL = Area Relativa de Leséo expressa em porcentagem; ATL = Area Total
de Lesao em mm?; AT= Area Total do Estémago em mm?.

Analise dos Resulitados

Avaliaram-se os resultados através de analise de variancia, com nivel critico
igual ou menor a 0,05 (5%) para rejeigdo da hipétese de nulidade, seguido de Tukey
(SOKAL e ROHLF, 1968). Os dados expressos em porcentagem (Area Relativa de
Lesdo) foram previamente transformados em arcosseno, para posterior analise

estatistica.

4.3.3- Atividade antimicrobiana do EHL em bactérias, leveduras e bolor

Microrganismos empregados

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroetandélico liofilizado

empregaram-se 0s seguintes microrganismos:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
Escherichia coli (ATCC 10536)

Candida albicans (ATCC 10231)

Aspergillus niger (ATCC 16404)
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Meios de cultura

Para os meios de cultura utilizados, caldo e agar de caseina soja (TSB e TSA)

e agar de sabouraud dextrose a 4%, seguiu-se as instrugdes do fabricante.

A partir de culturas estoques, as bactérias foram repicadas em estrias na
superficie de meio de cultura agar caseina soja inclinado e incubadas a 30-35 C° por
24 horas. Repicou-se a levedura em meio de agar sabouraud dextrose a 4%, sendo
incubada a 20 - 25C°, por 48 horas.

A massa celular resultante do crescimento foi recolhida em 9mL de solugéo
salina 0,85% (p/v) estérii e a suspensido obtida foi padronizada conforme

metodologia para padronizagao da suspensao microbiana.

Preparacgao das solugoes padroes dos antibidticos

Os padrées secundarios de cloranfenicol, amicacina e nistatina foram
dissolvidos com agua destilada até obtencdo da concentracdo de 1mg/mL.
Utilizaram-se o cloranfenicol no ensaio para Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, a amicacina em Pseudomonas aeruginosa e a nistatina em Candida albicans e
Aspergillus niger.

Determinac¢ao da atividade antimicrobiana

O procedimento do teste para determinagao da concentragcdo minima inibitéria,
pela técnica de microdiluigdo em caldo é uma adaptagdo do procedimento que se
serve de tubos, adaptando-se os volumes de indéculo, amostra € meio de cultura
para 200 pL. A partir da suspensao padronizada de cada microrganismo, efetuaram-
se as diluigdes necessarias com solugdo salina estéril e caldo caseina soja (TSB),

para se obter solugées com 10*a 10° UFC/mL.
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A microplaca utilizada possui 96 alvéolos divididos em 12 colunas, com 8 pogos
cada. As quatro primeiras colunas serviram como controles (controle do meio de

cultura, controle do solvente, controle do crescimento e controle positivo).

Na primeira coluna foram adicionados 200uL de meio de cultura TSB ou SDB;
na segunda coluna, 180-190uL de meio de cultura sem microrganismo e 10-20uL de
solvente (etanol 70%); na terceira coluna foram adicionados 200uL de meio de
cultura inoculado com o microrganismo e na quarta coluna foram adicionados 10uL

do antibidtico e 190uL de meio de cultura inoculado com o microrganismo.

As colunas restantes serviram ao teste propriamente dito, sendo uma coluna
destinada ao controle da tintura e as outras trés colunas para cada tintura testada.
Em cada coluna adicionou-se 10-20 ul. da amostra e 180-190uL de meio TSB ou
SDB inoculado.

Ap6s incubagao de 24-48 horas a 35°C ou 5-7 dias a 25°C, foi realizada a

leitura das microplacas por espectrofotometria, com detector de Elisa a 630 nm.
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5.1- Aspectos botanicos

5.1.1- Caracterizagcao macroscopica de folhas

- Hymmwuyumuqmwu%mplglw.nm.pmu

A

B

Figura 9: Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze: A- folhas frescas; B- droga

vegetal.

As folhas podem se apresentar inteiras ou fragmentadas, de consisténcia
membranacea, superficie lisa, pilosa, possuindo coloragdo verde em ambas as
faces, sendo um pouco mais escura na epiderme superior. Quando transformadas
em drogas, apresentam-se enroladas e sao friaveis; a coloragdo & marrom-castanha.

Apresentam fraco odor aromatico, com leve sabor mucilaginoso e amargo.

O contorno foliar € romboidal a oval, apresentando de 1,5 a 4,5 cm de

comprimento, por 1,0 a 3,0 cm de largura, sendo que em muitos casos, comprimento
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e a largura sao equivalentes. A base foliar € geralmente simétrica, o apice € obtuso,

a margem é denteada a sinuosa e a nervagéo € peninérvea (figura 9A).

O peciolo (figura 9A), piloso na base, € de inser¢cdo lateral, sendo reto e

achatado. A secgao transversal é canaletada (concavo-convexa).

5.1.2- Caracterizagdao microscopica de folhas e caules
5.1.2.1- Folha
- Lamina foliar

A epiderme de face adaxial, em corte paradérmico, mostra células poligonais
de contorno levemente ondeado (figura 10C) com estdmatos bastante frequentes,
sendo do tipo anomocitico (figuras 10A e 10C). Na face abaxial, as células
poligonais apresentam contorno sinuoso (figura 10B); os estomatos, também
freqlientes, sdo anomociticos. Ha certo grau de espessamento celulésico nas
paredes celulares de ambas as epidermes, sendo a cuticula lisa em ambas as faces
(figuras 10A, 10B e 10C).

Anexos epidérmicos como os tricomas tectores de forma conica podem ser
observados no mesofilo (figura 11C), na regido de nervura mediana (figuras 11A e
12B), no peciolo (figura 13C) e no caule (figura 14A), podendo ser do tipo bicelulares
unisseriados (figura 11C) a pluricelulares unisseriados (figuras 10D e 13C); o

espessamento de suas paredes é reduzido e a superficie externa é lisa.

Através da figura 11C é possivel observar que o mesofilo &€ dorsiventral,
apresentando uma Unica camada de parénquima paligadico (figura 11D) e seis a
sete camadas de parénquima lacunoso (figura 11E); as células do parénquima
palicadico estdo voltadas para a face adaxial (figura 11B), enquanto que as do

parénquima lacunoso (ou esponjoso) para a superficie abaxial.
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Figura 10- Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze. Folha - Vista frontal: A e C-

Epiderme de face adaxial. estdbmatos anomociticos (escala = 50 ym e 25 um,
respectivamente); B- Epiderme de face abaxial. estdmatos anomociticos (escala =
25 pm); D- Tricoma tector pluricelular unisseriado na epiderme de face abaxial
(escala 100 ym). eb - epiderme abaxial; ed - epiderme adaxial; es - estdomato; tt -

tricoma tector.

A nervura mediana apresenta normalmente trés a quatro camadas de
colénquima na face adaxial (figuras 11B e 12A) e duas a trés camadas na face
abaxial (figura 12B); o parénquima fundamental mostra células arredondadas e com
espacos intercelulares do tipo meato (figuras 12B e 12C).

O feixe vascular da nervura central € do tipo colateral (figuras12B e 12D). A

visualizagdo das células do cambio também € possivel através da observacdo das
figuras 12B e 12D.



Resultados 55

Figura 11- Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze. Folha - Secg¢éo transversal:
A- Nervura mediana. feixe vascular colateral (escala = 100 um). B- Regido de face
adaxial de nervura mediana. colénquima, parénquima palicadico (escala = 100 um).
C- Lamina foliar. tricoma tector (escala = 100 um). D e E- Detalhe da lamina foliar.
parénquima paligadico e parénquima lacunoso, respectivamente (escala = 25 um). ¢
- colénquima; eb - epiderme abaxial, ed - epiderme adaxial, pl - parénquima

lacunoso; pp - parénquima palicadico; tt - tricoma tector.



Resultados 56

Figura 12- Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze. Nervura mediana - Seccao

transversal: A- Regido de face adaxial. epiderme e colénquima (escala = 100 um). B-
Detalhe de face abaxial. colénquima, feixe vascular e parénquima (escala = 100 um).
C- Detalhe de colénquima angular, parénquima (fundamental) e meato (escala = 25
um). D- Detalhe de feixe vascular. colateral, xilema, cambio fascicular e floema
(escala = 50 um); ¢ - colénquima, cf - cAmbio fascicular; eb - epiderme abaxial; ed -
epiderme adaxial, fv - feixe vascular; fl - floema; m - meato; pf - parénquima

fundamental; x - xilema.
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- Peciolo

A seccgéo transversal do peciolo possui formato canaletado (figura 13A). As
células epidérmicas apresentam formato quadrangular e sao ligeiramente
espessadas (figura 13B), podendo mostrar tricomas tectores pluricelulares
unisseriados (figura 13C).

Podem ser vistas 2 a 5 camadas de colénquima, sendo as duas camadas
mais externas, do tipo lamelar e as demais do tipo angular (figura 13B). As células
do parénquima fundamental apresentam espessamento de celulose e os espagos

intercelulares sao do tipo meato (figuras 13E e 13F).

O feixe vascular é do tipo colateral (figura 13D), sendo visivel 2 a 3 camadas
de células do cambio fascicular (figura 13 D); diminutos canais secretores podem ser

vistos na regiao de feixe vascular proximos ao floema (figuras 13E e 13F).

5.1.2.2- Caule

O caule, em secgdo transversal, mostra células epidérmicas pequenas
(figuras 14B e 14D). Internamente, ha 3 a 4 camadas de colénquima, com
espessamento celulosico do tipo lamelar (figuras 14B e 14D).

As células do parénquima cortical apresentam aspecto arredondado e séo
maiores que as células colenquimaticas (figuras 14B). O estelo é do tipo eustélico
(figura 14A), onde os feixes vasculares colaterais encontram-se separados por

faixas de tecido parenquimatico.

O feixe vascular & do tipo colateral, sendo que os elementos de vaso do
xilema encontram-se dispostos em fileiras radiais (figuras 14B, 14C e 14D); o cambio
fascicular apresenta 3 a 5 camadas de células (figura 14C).

Canais secretores podem ser vistos na regidao do parénquima cortical,
préximos ao floema (figuras 14D). As células do parénquima medular sdo grandes,
arredondadas e apresentam pouco espessamento de celulose (figuras 14A e 14B),
com espacos intercelulares do tipo meato (figura 14D).
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Figura 13- Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze. Peciolo - Seccao

transversal. A- Aspecto geral. epiderme, parénquima e feixe vascular (escala = 100
um). B- Detalhe de colénquima (escala = 100 um). C- Detalhe de tricoma tector
pluricelular unisseriado (escala = 100 ym). D- Detalhe de feixe vascular. Floema,
cambio fascicular e xilema (escala = 50 um). E e F- Células do parénquima
fundamental e canais secretores proximos ao floema (escala 100 um). cf - cambio

fascicular; cs - canal secretor; m - meato; pf - parénquima fundamental;
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Figura 14- Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze. Caule - Secgéo transversal:

A- Aspecto geral. epiderme, colénquima, parénquima cortical, feixe vascular e
parénquima medular (escala = 100 um). B- Detalhe das regides cortical, feixe
vascular e medula (escala = 50 ym). C- Detalhe de feixe vascular colateral, cAmbio
fascicular e elemento de vaso do xilema (escala = 25 um). D- Canal secretor na
regido do parénquima cortical, espaco intercelular do tipo meato (escala = 50 uym). E-
Detalhe da regido de feixe vascular com canal secretor (escala = 25 um). ¢f - cdmbio
fascicular; cs - canal secretor; ep — epiderme; ev - elemento de vaso do xilema; fl -

floema; m - meato; pc - parénquima cortical; pm - parénquima medular.
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5.2- Aspectos quimicos
5.2.1- Triagem fitoquimica

Os resultados obtidos da triagem fitoquimica, conforme mencionado no item 4.2.1

estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Grupos de principios ativos em partes aéreas de Acanthospermum
australe (Loefl.) O. Kuntze.

Grupos de principios ativos Reagodes Resultados
Liebermann-Burchard +
Glicosideos cardiotonicos Kedde -
Baljet -
Keller-Killiani -
Teste de espuma +
Glicosideos saponinicos
Borntraeger
Antraquinonas Antraquinonas livres -
O-glicosideos +/-
C-glicosideos +/-
Hidroxidos alcalinos +
Glicosideos flavonoidicos Shinoda +
Cloreto de aluminio +
Adstringéncia +
Sais de ferro +
Acetato de chumbo +
Taninos Alcaldides +
Gelatina +
Acetato de cobre +
Mayer +/-
Alcaldides Bertrand -
Dragendorff +
Bouchardat -
Oleo essencial +
Mucilagens + (L.1= 220%)

+ teste positivo
- teste negativo

+/- vestigios
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5.2.2- Rendimento do 6leo essencial

A hidrodestilagao em aparelho de Clevenger modificado de 150 g de droga
constituida de partes aéreas de Acanthospermum australe, proporcionou um volume
de 0,15 mL de o¢leo essencial, de coloracdo amarelo-esverdeada, ou seja, um
rendimento de 0,10%. A hidrodestilacdo de 400 g de folhas frescas de diferentes

coletas neste mesmo aparelho forneceu um menor rendimento (média de 0,05%).

5.2.2.1- Cromatografia em fase gasosa do 6leo essencial

Os cromatogramas do 6leo essencial provenientes de diferentes coletas do
vegetal, apos aplicagdo no aparelho sob condigdes especificadas no item 4.2.2 sao

mostradas nas figuras 15, 16, 17 e 18.
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Figura 15: Cromatografia gasosa do o6leo

essencial da droga constitulda de folhas e
caules de Acanthospermum australe (Loefl) O.
Kuntze, coletada em janeiro de 2003, quando a
planta encontrava-se em fase final de
frutificag@o.

Figura 16: Cromatografia gasosa do o6leo

essencial da droga constituida de caules de
Acanthospermum australe {Loefl) O. Kuntze,
coletada em janeiro de 2003, quando a planta
encontrava-se em fase final de frutificagao.

Figura 17: Cromatografia gasosa do oOleo
essencial de folhas frescas de
Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze,
coletadas em outubro de 2005, quando a

planta encontrava-se em fase de floragéo.

Figura 18: Cromatografia gasosa do o6leo
essencial de folhas frescas de
Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze,
coletadas em novembro de 2005, quando a

planta encontrava-se em fase inicial de

frutificacéo.
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5.2.2.2- Composigao quimica do dleo essencial

Os principais componentes do 6leo essencial, apos aplicacdo no aparelho

sob condigoes especificadas no item 4.2.2, sdo mostradas nas tabelas 5, 6, 7 e 8.

Tabela 5: Componentes majoritarios do 6leo essencial de Acanthospermum australe
(Loefl) O. Kuntze, extraido por hidrodestilagdo da droga, constituida de folhas e
caules coletadas em janeiro de 2003, quando a planta encontrava-se em fase final

de frutificacao.

Composto Tempo de retengao (minutos) | Porcentagem (%)
B-cariofileno 9.375 12.06
y-muuroleno 11.097 6.20
valenceno 11.467 15.39
a-selineno 11.617 7.07
d-cadineno 12175 3.21
*espatulenol 13.847 30.22
*globulol 13.960 422
a-cadinol 15.438 2.64

*isémeros nao identificados

Tabela 6: Componentes majoritarios do 6leo essencial de Acanthospermum australe
(Loefl) O. Kuntze, extraido por hidrodestilagdo da droga, constituida de caules

coletadas em janeiro de 2003, quando a planta encontrava-se em fase final de

frutificacao.

Composto Tempo de retengao (minutos) | Porcentagem (%)
B-cariofileno 9.637 3.61
allo-aromadendreno 11.325 7.31
valenceno 11.581 9.83
germacreno B 11.774 8.40
6xido de cariofileno 13.775 11.50
*espatulenol B 14.200 42.23
*globulol 14.418 2.21
a-cadinol 15996 5.46

*isdbmero nao identificado
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Tabela 7: Componentes majoritarios do 6leo essencial de Acanthospermum australe
(Loefl) O. Kuntze, extraido por hidrodestilagdo de folhas frescas, coletadas em
outubro de 2005, quando a planta encontrava-se em fase de floragao.

Composto Tempo de retengdo (minutos) | Porcentagem (%)
B-pineno 2178 1.96
Mirceno 2.359 2.82
limoneno 2.792 1.82
d-cadineno 10.309 16.80
*nerolidol 10.504 3.65
Globulol 10.790 20.22
a-cadinol 11.594 14.07
*farnesol 17.244 2.02

*isdmeros nao identificados

Tabela 8: Componentes maijoritarios do 6leo essencial de Acanthospermum australe
(Loefl) O. Kuntze, extraido por hidrodestilacdo de folhas frescas, coletadas em

novembro de 2005, quando a planta encontrava-se em fase inicial de frutificagao.

Composto Tempo de retencao | Porcentagem (%)
(minutos)

O-elemeno 8.377 4.52
B-elemeno 9.176 7.63
B-cariofileno 9.592 13.44
a-humuleno 9.994 3.03
germacreno D 10.509 44 14
B-selineno 10.545 3.82
germacreno B 10.669 17.35
d-cadineno 10.883 1.36
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5.2.2.3- Espectro de massas dos componentes majoritarios identificados no

oleo essencial de A. australe de diferentes coletas da regidao de lacri — SP.

PINENE <BETA~>

CAS{ '127-91~3 MF C10 H16 FW 136 DBS-0386

CN Bicyclo[l.l.1}heptane, 6,6-dinethyl-2-methylene— {9¢CI)

EYNONYMS Nopinena. Terebe.thene. Pinene, 2(10)-.
Pseudopinene.

NYRCENE

CASf 123-35-) MF Cl0 Hisé FW 136 DB5-0408
CN 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-pethylene- (9¢I)
SYNONYMS Myrcene, .bata.-

9} 100 4

TINONENE ELEMENE <DELTA->
CAS$# 116-86-3 MF Cl0 H16 FW 136 DBS-0481 CAS¢ 20307-84-0 MF  C15 H24 FW 204 DB5-1236
CN Cyclohexene, l-methyl-4-(l-mecthylethenyl)- (9CI) CN  Cyclohexene, é¢-ethenyl-4-zethyl-3-
SYNONYMS Cajaeputene. Cinenec. Kautschin. Naesol. (1-methylethenyl)-1-(1-meihylethyl)-. (3R-trans)- (9CI)
Mentha-1,8-diene, p-. Limonene, .alpha.-. Dipentane. SYNONYMS Menth-l-ene, 2-iscpropenyl-l-vinyl-,
Menthadiene, 1,8-p-. Eulimen. Isopropenyl-l-mathyl- (1S,2R)-(-)~, p-.
1=cyclohexene, 4-. [sopropanyl-l-methylcyclohexene, 4-.
Methyl-d4-isopropenylcyclohexene, 1-. 108 93

) l%l

- CARYOPHYLLENK
ELEMENR <BETA-»
2 CASE 87-44-% MP  C15 H24 FW 204 DB5-
gs.cyzighi;ze, l-e::en(y:iil’-‘:;thyl-z,:‘—‘bi:‘ pBs-13T3 N aBizZ:ln[1.2.0]uDdﬂc—4—|ne. 4,11,11-trimethyl - 3o
(1-nethylethenyl)-, (1S-(1.alpha.,2.beta.,d.beta.)]- ({9CI SYNORTNS Yé:m;.h(ﬁ;'(llR;idB,ss*))- (9c1)
SYNONYMS Cyclohaxans, 2,4-diisopropenyl-l-methyl-1-vinyl-, TYophy e,1-. Caryophyllene, .bata.-
(1S, 2R, 4R} = (=) -. e i

16 8

LIS SAALERE VALEMS FAALEMAN FLELE SRR |
80 1M 120 149 168 188 20 22

PHAA cRemN D FW 204 DB5-15%4
NUMULENE <ALl - CASe 23986-74-5 MF Cl5 H24 -
CASH 575;-90-6 i MF C15 H24 FW 204 DBS-1527 o8 1,6-Cyclodecadiens, l-methyl-S-methylena-
CN 1,4,8-Cycloundecatriens, 2,6,6,9-tetramethyl-, 8-{1-methylethyl)-, {8-(E,E})- {QCI) -

{E,E,E)- (9CI) SYNONYMS Germacra-1(10),4(15),5-triene, (

SYNONYMS Humulene. Caryophyllene, .alpha.-. 108 9
=
=

109 9 1 4 165 1

14 :
1065 12 Ly %

N : ! )
| AR PARLIRE R T i

L AL TN I
48 1] 0O1e 128 140 160 1t 208 29

148 160 1t8
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AROMADENDRENE <ALLO->

CASE 25246-27-9 MF C15 H24 FW 204 DB5-1546

CN 1H-Cycloprople)azulene, decahydro-1,1, 7-trimethyl~
4-methylene-, (laR-(la.alpha.,4a.beta.,
7.alpha.,7a.beta.,7b.alpha.) - (9CI)

SBYNONYMS Allocaromadendrene.

10z 4

BELINENE <ALPHA->

CAS$ 473-13-2 MF C15 H24 FW 204 DB5-1631

CN Naphthalane, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-4a,8-dimethyl-2-
{1~methylethenyl)~, [2R-(2.alpha.,4a.alpha.,Ba.beta.)]-

{9CI})
SYNONYMS Eudesma-3,ll-diene. Selina-3,l11-diene.

CADINENE <DELTA~>

CASt 483-76-1 MF C15 H24 FW 204 DBS~-1700

CN Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-
1-(l-methylethyl) -, (1S-cis)- (9cCI)

SYNONYMS Cadina-1{10),4-diene.

10 L]

GLOBUOLAL

CAS# 51371-47-2 MF €15 H26 O Fw 222 DB5-1841

CN  1H-Cyclopropiejazulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-tetramethyl-
(la.alpha.,4.alpha., 4a.alpha.,7.alpha.,
7a.beta.,7b.alpha.)-(.4-.)- (9CI)

SYNONYMS None known.

w8

L SN R |
180 268 220

VALEH!
CAst

ICENE
4630-07-3 MF C15 H24 FW 204

CN Maphthalens, 1,2,3,5,6,7,8,8a~0octahydro-

i,

Ba~dimethyl-7-(l-methylethenyl)-,

(1R-(1.alpha.,7.beta.,Ba.alpha.)] (SCI)
SYNONYMS Eremophila-1(10),11-diene, 4.beta.H,S.

09

ICAS §
(E

CRENE B
15423-57-1
IcN  1,5-Cyclodecadiene, 1-5-dimethyl-8-(1l-methylethylidene)

165 1

DB5-1624

alpha.-.

MF C15 H24 FW 204

LE)-  (9CI

DBS-1632

)
[SYNONYMS Germacra-1(10),4,7(11)-triene, (E,E)-.

109
1

9

161

co

™M
-

66

™

T
188 120 140 lee 160

GPATHULENOL

CASE
oN
1

6750-60-3 MF Cl% H24 O FW 220

1H~Cycloprop{e}azulen-7~0l, decahydro-
,1,7-trimethyl-4-methylene-,
(laR~{la.alpha.,da.alpha.,?.beta., 7a.bata.,7b.alpha.})])-

(9c1)
SYNONYMS Espatulenol.

1687

4

133
19
AT

|
w0

DB5-1825

CADINOL <ALPHA->

CASH
CN
1
4

481-34~5 MF C15 H26 © FwW 222
1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-
,6-dimethyl-4~(l-methylethyl)-, [1R-(l.alpha
.beta.,4a.beta.,82.alpha.)]- (9CI)

SYNONYMS Cadin-4-en-1¢-ol.

168

[Y

8 62

DB5-2003

dl h;i

¥
)

LA NI S
128 149 e 189

T

T
i I
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Tabela 9: Composigio percentual do 6ieo essencial de A. australe coletado em diferentes épocas do ano.
constituintes #Amostra 1 #Amostra 2 #Amostra 3 #Amostra 4

(%) *TR (min.) | (%) *TR (min.) (%) TR (min.) (%) *TR (min.)

4 4 v 4 \ 4
Monoterpenos 0.0 0.0 6.6 0.0
Série aciclica 0.0 0.0 2.82 0.0
mirceno — —_ 2.82 (2.359) ——
Série pinano 0.0 0.0 1.96 0.0
B-pineno - — 1.96 (2.176) —
Série p-mentano 0.0 0.0 1.82 0.0
limoneno — —_ 1.82 (2.792) —_
Sesquiterpenos 89.44 84.02 57.43 98.46
Série aciclica 0.0 0.0 3.65 0.65
**(E)-nerolidol - — 3.65 (10.504) 0.65 (11.354)
Grupo Cadinano 32.01 16.84 32.58 47.46
B-gurjuneno — 1.55 (11.250) —_ 0.93 (9.657)
y-muuroleno 6.20 (11.097) —_ — -—-
germacreno-D — —_ —_ 4414 (10.509)
valenceno 15.39 (11.467) 9.83 (11.581) —_— —
a-muuroleno 1.1 (11.667) - —_— -
y-cadineno 1.85 (11.953) —_ — 0.15 (10.775)
6-cadineno 3.21 (12.175) —_ 16.80 (10.309) 1.36 (10.883)
T-muurolol —_— —_ 1.71 (11.455) 0.88 (12.543)
&-cadinol (torreyot) 1.61 (15.025) — — —
a-cadinol 264 (15.438) 546 (15.996) 14.07 (11.594) —
Grupo Cariofilano 12.06 15.11 0.98 13.44
B-cariofileno 12.06 (9.375) 361 (9.637) 0.98 (8.067) 13.44 (9.592)
oxido de cariofileno - 11.50 (13.775) — —
Grupo Humulano 0.0 0.0 0.0 3.03
a-humuleno — —_— —_ 3.03 (9.994)
Grupo Germacrano 45.37 62.07 20.22 33.88
S-elemeno — — —_— 4.52 (8.377)
B-elemeno — —— — 7.63 (8.176)
allo-aromadendreno 2.16 (10.068) 7.31 (11.325) — e
B-selineno -— —— —_ 3.82 (10.545)
a-selineno 7.07 (11.617) — — —
germacreno B —_ 8.40 (11.774) —_ 17.35 (10.669)
**espatulenol 30.22 (13.847) 42.23 (14.200) — —
**globuiol 4.22 (13.960) 2.21 (14.418) 20.22 {10.790) 0.56 (11.738)
viridiflorol —_— 1.92 (14.500) —_ —--
isoespatulenol 1.70 (14.818) — — —
Outros 1.09 0.72 5.50 1.54
farnesol — —_ 2.02 (17.244) —_
2-tridecen-1-ol 1.09 (16.557) — — —_
Hexadecanoic Acid —_ 0.72 (19.885) — —_—
Hexanedioic Acid — -—- 3.48 (18.346) —
1-nonene,4,6,8-trimetil — — —_— 1.54 (17.337)
Total 90.53 94.74 69.53 100.00

#amostra 1: éleo essencial da droga constitulda de folhas e caules de A.australe, coletada em janeiro de 2003, quando a

planta encontrava-se em fase final de frutificago, #amostra 2: 6leo essenciai da droga constituida de caules de A.australe,

coletada em janeiro de 2003, quando a planta encontrava-se em fase final de frutificagfio; #amostra 3: 6leo essencial de folhas

frescas de A.australe, coletadas em outubro de 2005, quando a planta encontrava-se em fase de floragfio; #amostra 4: 6leo

essencial de folhas frescas de Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze, coletadas em novembro de 2005, quando a planta
encontrava-se em fase inicial de frutificagéo; * TR (min.) — Tempo de retengéo em minutos; ** Isdmero néo identificado



Resultados 68

5.2.3- Comparagao dos rendimentos de diferentes extratos de
Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

Todos os extratos obtidos provenientes de partes aéreas do vegetal,
utilizados no presente trabalho, como também seus respectivos métodos de

extragdo, quantidades e rendimentos, podem ser visualizados na tabela 10.

Tabela 10: Comparagdo dos diferentes métodos de extragdo e rendimento dos
extratos de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze.

Métodode | Quantidade do p6 | Rendimento (%)
extragao da droga (g)

Extrato aquoso Decocgéo 100 *15.00
Residuo da | Decocgéo 150 *11.93
hidrodestilagao
Extrato Percolagao 50 **4 42
cloroférmico
Extrato hexanico Percolagdo 50 **0.60
Extrato Et.OH 70% | Percolagéo 100 *18.50
Extrato Percolagéo 300 *16.35
acetona:agua

* o0 rendimento foi calculado apoés o extrato sofrer processo de liofilizagéo.

** o rendimento foi calculado apds a evaporagdo do solvente.

5.2.4- Perfil cromatografico dos extratos cloroférmico e hexanico

Aliquotas dos extratos cloroférmico e hexanico apds serem aplicados em
cromatografia em camada delgada, no sistema cromatografico 1, conforme citado no
item 4.2.4, forneceram perfis cromatograficos que podem ser observados na figura
19.
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—» Fracao4 <+—

Figura 19: Perfil cromatografico dos extratos cloroformico (A) e hexanico (B),

mostrando a presenca da fracéo 4.

5.2.5- Isolamento da fracao F4 CHCI; por cromatografia em camada delgada

(CCD) preparativa e identificagao por Cromatografo a gas/Espectro de massa
(CGIEM).

A fracdo 4, isolada do extrato cloroformico por cromatografia em camada
delgada preparativa no sistema cromatografico 1, aqui denominada de F4 CHCI; foi
identificada como sendo o globulol (pico 1 do cromatograma da figura 20), um
sesquiterpeno de formula molecular CsH,0, com peso molecular igual a 222 que
pertence ao grupo germacrano. Os demais picos (2, 3, 4 e 5) da figura 20
correspondem a impurezas da fragdo, que de acordo com o banco de dados do
aparelho, sa@o acidos graxos. O espectro de massa da fragdo F4 CHClI3, assim como
os dados que permitiram chegar a identificagdo desta substancia, sdo mostradas
nas figuras 20 e 21.
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=&+ C|ASS-5000 *=* Report No. = 1 Data : ADATI.DO2 05/04/19 07:22:27
F4 CHCL3
Roberto Adati
1

Oper Marrio
Method File Name : CG.MET

TIC

A
B
Scan # 1 662
Mass Peak # : 66 Rsat
Base Peak : 42.95 (
43
C

Figura 20: A. Cromatografia gasosa da fragdo F4 CHCIs;, isolada por cromatografia
em camada delgada preparativa; B. Cromatograma ampliado da fragdo F4 CHCls,
mostrando a fragdo F4 (pico 1) e todas as impurezas presentes nesta fracdo (picos
2, 3, 4 e 5); C Espectro de massa da fragao F4 (pico 1 com tempo de retengao =
7.608).
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= .65 Aet Tane 7608

R.Int Mass

18.80 96.10

57.14 97.10 cHit List>

100.00 98.10 . SI Mol wgt. Mol Form /Compound Name

3.77 99.10 : 1 51 222 C5HxeO0

4,13 105.05 19.67 sLOBULOL $%

315 106.10 7 2 %1 2 (isHe0 o

13.00 107.10 Z Giobuiol $3

3.47 108.15 36 91 227 Ci5Hp 0 552022

28.84 109.10 25, VERIDIFLORGL $5 VIRIDIRLORCL $§

165 110.15 150 91 222 CysHE0 577-21-5

) 4 Ledol

5{3‘ ::; ;g N 222 Ci5HE0 552023 86624

407 120.10 VERIDIFLOROL $$ VIRIDIFLOROL $$ ) »

73 125,10 91 227 CisHeO 577-275 86604 3 } i

3,‘ o '122 10 1H-Cydopropie jazulen-4-ol, decahydro-1,1,4, 7-teramethyl -, [1aR-{1a.aipha. 4.alpha. 4a.bera,, 7.alpha 73 peta 7

-;bB 123 .104 0.2ipha.}}- (CAS) Ledol $$ d-Ledol §$ (+)-Leddl $$ 1H-Cycloprop|ejarulen-4-ol, decahydro-1,1,4, 7-tetramethyi-, {1

5 i ] aR 4R, 4aS, 7R, 7aS, 7bS)- $$ 1H-Cydopropfelazulen-4-0i, decahwdro-1,1,4, 7-tetramethyt-, [1aR-{1a.aipha 4.alpha. 43|
1‘_}3 -11(? & beta.,7.beta,, 7a.beta., ?b.alpha.)}- $$
§ d 79 122 CysHel 571275 14308 2
133.00 7. pere
134.15 0 22 CrsHx0 552023 14273 2
113; 1‘|{ & 1M-Cycloprop/e azulen-4-of, decahydre-1,1,4,7-tetramethyl-, [1ar (1a.aipha.,4.beta 4a.beta.,7 alpha., 7a.bata., 7
36.10 3.7 aipha. )|

137.15 . ;I 222 CysHp80 $5202-3 44150 1
147.05 1H-Cycioproplelazulen-+ai, decahydro 1 1,4, 7tetrametinyl-, [1ar-{13 alpha_ 4.neta 4a beta. 7 alpha ,7a.beta., 7b
148.15 alpha.)]- $8
149.1% 0 9 222 CisH 0 577-20-5 86606 3
161.10 1H-Cyclopropfejazuler 4-0l, decahydro-1,1,4,7-terametini-, [13R (1a.alpha., 4.alpha. 43 beta., 7 .alpha., 7a beta., 7
16220 balpha )] (CAS) Ledol $5 d-Ledol §5 (+)-ledol §$ 1H-Cycloprop{e pzuien-4-0i, decanyaro-1,1,4,7-teramettvd-, (1
163.20 R, 4R, 4a5, 7R, 755, 7bS)- §$ 1H-Cydoprop{elazulen-4-0l, decahydro-1,1,4,7-merametind-, [1aR-{la apha 4 .alpha. 44
165.15 beta ,7 beta, 7a beta., 7h.alpha )] 4§
175.15
159.20 Library Name
204.2% i (1) NIST107.UB {2) NIST21 LB (3) WILEY229.118 (4) SHIM1607.LIB

Figura 21: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatografo a gas/Espectro de massa
que permitiram identificar a fracdo F4 isolada do extrato cloroférmico por

cromatografia em camada delgada preparativa como sendo o globulol.

5.2.6- Perfil cromatografico dos extratos aquoso, acetona:agua, cloroformico e

hidroetanodlico 70% e isolamento da substincia F3.

A aplicagao de aliquotas dos extratos aquoso, acetona:agua, cloroférmico e
hidroetanodlico 70% no sistema cromatografico 2, citado no item 4.2.4, mostrou que
ha uma substancia em comum a todos os extratos, ap6s aspersado do revelador NP
e observagao a luz ultravioleta de ondas longas (366 nm). Esta substancia, isolada
por CCD preparativa a partir do extrato acetona:agua, foi denominada de fragédo F3 e
foi identificada como 4-hidroxi 4-metil 2-pentanona, uma cetona-alcool de formula
molecular CgH1,0, e peso molecular de 116,16. O perfil cromatografico dos referidos

extratos, assim como da fragao isolada F3 sdo mostrados na figura 22.
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Fracdo F3
Ext. Etanol 70%

Acido caféico

Ext. aquoso
JIExt. Acetona:agua

[Ext. cloroférmico

o
=
o
w3
o4
<
St
=~

Figura 22: Cromatografia em camada delgada dos diferentes extratos de
Acantospermum australe (Loefl) O. Kuntze e da fragdo F3 no sistema cromatografico
2 [Fase movel: acetato de etila:acido acético:acido férmico:agua (100:11:11:26);

revelador NP e observagéo a luz ultravioleta de ondas longas (366 nm)].

5.2.7- Cromatografo a gas/Espectro de massa dos extratos acetona:agua,

etanol 70%, cloroféormico e da fragao isolada F3

A substéancia F3, seu respectivo padrdo e todos os extratos foram injetados
no equipamento de CG/EM. Os espectros de massa das substancias presentes nos
extratos provam que a substancia referida esta presente em todas as amostras,

porem em concentragdes variaveis (figuras 23 a 32).

- Legenda:

Amostra 1 (= padrao), codigo XS, espectro n°11972

Amostra 2 (=extrato acetona:agua), codigo ext. acetona:agua, espectro n°11973
Amostra 3 (= fragcao isolada), cédigo F3, espectro n°11975

Amostra 4 (=extrato CHCI5), cédigo ext. CHCI3, espectro n°11976

Amostra 5 (=extrato EtOH 70%), codigo ext EtOH 70%, espectro n°11977



Resultados 73

w»= | ASS-5000 *** Report No. = 1 Data : 11972.001 05/03/14 14:03:25

Sampie 1 X5

n : Roberto
Sample Amount 1
Operator : Cristiane

Method File Name : DB-WAX.MET

TIC 178 4
{
IS ST S A
9 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tic 1157401
= . e - - r
Scan # 1 528
Mass Peak # : 17 Ret Time : 6.492
Base Peak : 43.00 ( 427415)
EE]
55
10
a3
-S-U &0 70 80 0 100 C

Figura 23: A Cromatografia gasosa da substancia XS; B. pico ampliado da

substancia XS (tempo de retengcdo = 6.492); C Espectro de massa da substancia
padrao XS (tempo de retengao = 6.492).
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<Unknown Spectrum:

Data : 11972.D01

Mass Peak # : 17 Ret. Time : 5,492
Scan & 1 528

Base Peak 4300 ( 427415)

<Hit bist>

No S1 Mol.Wgt. Mol Form. /Compound Name CAS No. Entry LIB#

1 97 116 CgH1202 0 10432 3
S-HYDROXY-4-METHYL-2-PENTANONE $%

2 96 116 CgH1202 123-42-2 10269 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
|-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohcl $$ Acetonyldimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone 5§ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $3 Pyranton A $$ “4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3
116 CgH1202 123-42-2 10274 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohal $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pantanone 3§ Tyranton $%$ Diketone alcohol 3% Acetonyidimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $§ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-+-PENTANONE $¢ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $%
116 CaH1202 123-42-2 10275 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol §3 4-PENTANCNE, 2 HYDROXY-2-METHYL- $§ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohol $% Acetonyldimethylcarbino! $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone §$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $5 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3
116 CgH1202 123-42-2 3075 2
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
116 CgH1202 123-42-2 10278 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- 3¢ 4-Hydroxy-4-methy
|-2-pentancne $$ Tyranton $$ Diketone alcohol $§ Acetonyldimethyicarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methyipentanone $3$ 4-Hyd
rowy-4methylpentan-2-one §$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANCNE $3 DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
n@none $%
116 CgH12072 123-42-2 3076 2
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
116 CgH1202 123-42-2 10279 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $8 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohol $$ Acetonyldimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $§ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACET! ONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone 3%
116 CgH1202 123-42-2 4119 1
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- $$ Acetonyldimethylcarbinol $$ Diacetone alcohol $% Diketone alcohol §$ Tyranton
§8 4-Hydroxy-4-methylpentan-2-one $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $3 (CH3)2C{OH)CH2C(O)CH3 $$ 4-Hydroxy-4-methyi
2-pentanone $§ 2-Methyl-2-pentanol-4-one $$ 4-Methyl -2-pentanon-4-0l $% Pyranton 2 $§ Diacetonalcohal $$ Diaceton
alcool $§ Dracetonalkohol $¢ Diacetone-alcool $§ 4-Hydroxy-2-keto—4-methylpentane $4 4-Hydroxy-4-methyl-pentan-2-
on $§ 4ldrossi-4-metl-pentan-2-one $$ Diacetone $§ 4-Hydr
116 CgH1202 123-42-2 10277 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyi- (CAS) Diacetone alcohol 3§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $§ 4-Hydrony-4-methy
|-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohol $§ Acetonyldimethylcarbino! $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $5 4-Hyd
rony-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $5 DIACETONE $$ Pyranton A §$ 4-Methyl-d4-hydroxy-2-pe
ntanone $%

Library Name
(1) NIST107.LIB (2} NIST21.118 (3) WILEY225.LIB (4} SHIM1607.018

Figura 24: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatégrafo a gas/Espectro de massa

que mostram que a substancia padrao XS (tempo de retencdo = 6.492) é o 4-hidroxi-
4-metil -2-pentanona.
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=¥~ CLASS-5000 *** Report No. = 1 Data : 11973.000 DS5/03/14 09:20:26
Sampie : Bxt Acetona Agua

D < Roberto

Sample Amount -1

Dilution Factor @ 1

Type : Unknown
Operator : Marcio

Method File Name : DB-WAX.MET
Vial No, H

Barcode :

TIC

Scan #  : 587

Mass Peak # : 7 Ret Time : 6.983

Base Peak :43.00 ( 36160)
43

Figura 25: A. Cromatografia gasosa do extrato acetona:agua; B. pico ampliado de
uma das substancias presente no extrato (tempo de retengéo = 6.983); C Espectro

de massa da substancia com tempo de retengéo = 6.983.
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<Unknown Spectrum:>

Data : 11973.000

Mass Peak # : 7 Ret Time : 6.983
Scan # : 587

Rase Peak . 43.00 ( 36180)

<Hit List>

No Sl Mol.wgt. Mol.Form./Compound Name CAS Ne. Entry  LIB#

1 93 116 CgH202 -0 10432 3
4HYDROXY-4-METHYL-2-PENTANCNE $$

2 ; 116 CgHy12 0z 123-42-2 10269 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $3 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- 4% 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohol $$ Acetonyidmethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentancne $$ 4-Hyd
roxy-4-methyipentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $% Pyranton A $3 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
nanone 3%
116 CgHyip 02 123-42-2 10279 3
2-Pemtanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $% 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $% 4-Hydroxy-4-methy
|-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohal $5 Acetonyldmethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methyipentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHY1-4-PENTANONE %% DIACETONE $§ Pyranton A §3 3-Methyl-4+-hydroxy-2-pe
ntancne $%
116 CgH120) 12342-2 3076 2
2-Pentanone, +hydroxy 4-methyl-
116 CgH12 0 123-42-2 10278 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol 34 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $§ 4-Hydroxy-4-methy
-2-pentanone $§ Tyranton $$ Diketone alcohot $§ Acetonyldimethyicarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methyipentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANCONE 44 DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $5
116 Cg H12 07 123-42-2 10274 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone §$ Tyranton $$ Dketone alcohol $$ Acetonyldimethylcarbinol $3 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $§ 2-HYDROXY -2-METHYL -4-PENTANONE $$ DIACETONE $8 Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
manone 35
116 CgH1207 123-42-2 3075 2
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
116 CgH120p 123-42-2 10275 3
2-Pertanone, 4-hydroxy-3-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $4 4-PENTANCONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
i-2-pentanone $$ Tyranton $3 Diketone alcohol $% Acetonyldimethyicarbingl $$ 4-Hydroxy-4-methylpentancne $$ 4-Hyd
l'cx~;r—4-n'heﬂ1y15mtm-2-me 4% 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3
116 CgHy120? 123-42-2 10281 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone alcohal $5 Acetonyldimethyicarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd )
roxy~-methylpentan-2-one $3 2-HYDROXY-2-METHYL -4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-nydroxy-2-pe

Figura 26: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatografo a gas/Espectro de massa
referente ao extrato acetona:agua que permitiram identificar a substancia com tempo
de retengéo 6.983, como sendo o 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona.
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o CLASS-5000 ¥~ Report No. = 1 Data : 11975.000 05/03/14 10:53:54
< F3

Scan# 561
Mass Peak # : 11 Ret. Time : 6.767
Base Peak :43.00 ( 121703)

43

Figura 27: A. Cromatografia gasosa da fragéo F3; B. pico ampliado da substancia
majoritaria presente na fragcdo F3 (tempo de retencdo = 6.767); C. Espectro de
massa da substancia com tempo de retengéo = 6.767.
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<Unknown Spectrum>

Data : 11975.000

Mass Peak # : 11  Ret. Time : 6.767

Scan # . 561

Base Peak 4300 ( 121703)

<Hit List>

No  SIMol.Wat. Mol.Form./Compound Name CASNo. Engy UB#

1 % 116 CgH20; -0 10432 4
4-HYDROXY-4-METHYL-2-PENTANONE $¢

2 % 116 CgH120; 113422 10269 4 ot
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Dracetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HY DROXY-2-METHYL- $3 4-Hydroxy-4- y
I-2-pentanone $4 Tyranton $$ Diketone aicohol $% Acetonyldimethylcarbinal $4 4-Hydroxy-4-methyipentanone $% 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methy-4-hydroxy-2-pe
oy 123-42-2 10274 4
116 Hi2 O ; -

’ > Z-WCgoré,z MW (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENT) ANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
1-2-pertanone $$ Tyranton $¢ Diketone alcohol $$ Acetonyidimethyicarbinol $§ 4-Hydraxy-4-methylpentanone 44 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE §% Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $$

4 9% 116 CgRy1202 12342-2 10278 4

2-Pentanone, 4-ydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone aloohol $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHY1- $$ 4-Hydroxy-4-methy
(-2-pantanone §§ Tyranton $$ Diketone aicohol $$ Acetonyldimethylcarbinol $§ 4-Hydroxy-4-methylpentanone §4 4-Hyd ‘
roxy=4-methylpentan-2-one $4 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $3$ DIACETONE $4 Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe

ntanone $$
5 %4 116 CgHi0p 123422 3075 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
Library Name

(1) SHIM1607.LIB {2) NIST107.L1B (3) NIST21.L1B {4) WILEY229.U16

Figura 28: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatégrafo a gas/Espectro de massa
que permitiram comprovar que a substincia F3 isolada por cromatografia em

camada delgada preparativa (ternpo de retencéo = 6.767) € o 4-hidroxi-4-metil-2-
pentanona.
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*=* CLASS-5000 *=* Report No. = 1 Data: 11976.D00 05/03/14 11:40:490
ST : EXT CHCL3
Roberto

Sampile Amount
Operator : Marao
Method Fle Name : DB-WAX. MET

TIC

Scan # 1524
Mass Peak # : 1 Ret. Time : 6.458
Base Peak :43.10 ( 3958)

Figura 29: A. Cromatografia gasosa do extrato cloroformico; B. pico ampliado de
uma das substancias presente no extrato cloroférmico (tempo de retengao = 6.458);

C Espectro de massa da substancia com tempo de retengao = 6.458.
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<Hit List>

No Sl Mol.Wat. Mol.Form./Compound Name CAS No. Entry LUB# A

1 93 116 CgH12072 -0 10432 3
4-HYDROXY-4-METHYL-2-PENTANONE $$

2 92 116 CgH120z 123-42-2 10269 3
2-Pertanone, 4-hydroxy4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- 48 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone §§ Tyranton $§ Diketone alcohol $$ Acetonyldimethylcarbinal $3 4-Hydroxy-4-methyipentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $§ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A 83 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone %
116 CgH12 02 12342-2 10279 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-metid- (CAS) Diacetone alcohol §§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $§ 4-Hydroxy-4-methy
[-2-pentanone §§ Tyranton $% Diketone alcohol $3 Acetonyldimethylcarbinol $§ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $3 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $§$ DIACETONE €3 Pyranton A 33 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3
116 CgH1202 123-42-2 3076 2
2-Pentanone, 4hydroxy-4-methyl-
116 CpH12 02 123-42-2 10278 3
2-Pentancne, 4-hydroxy-4-methyi- (CAS) Diacetone alcohol 8% 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- 55 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone aicohol $$ Acetonyldimethylcarbingl $$ 4-Hydroxy-4-methyipentanone §§ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $4 DIACETONE $s Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3%
116 CgH120 123-42-2 10274 3
2-Pentanone, 4-hydraxy-4-methyi- (CAS) Diacetone alcohol §9 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
|- 2-pentanone §$ Tyranton §$ Diketone alcohol $$ Acetonyldimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methyipentan-2-one $§ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE 4% Pyranton A $$ 4-Methyl-4-nydroxy-2-pe
nanone $§
116 CgH1207 12342-2 3075 Z
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
116 CeH12 0P 123422 10275 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyi- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- §5 4 Hydroxy-4-metty
-2-pentancne $$ Tyranton $3 Diketone alcohol $4 Acetonyldimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd )
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $§ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $3
116 CgHy202 123-42-2 10281 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- §4 4-Hydrowy-4-methy
|-2-pentanone $8 Tyranton $$ Diketone aicohol $$ Acetonyidimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd Z
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHY!L-4-PENTANONE $¢ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe

Figura 30: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatdgrafo a gas/Espectro de massa
referente ao extrato cloroférmico que permitiram identificar a substancia com tempo
de retencédo 6.458, como sendo o 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona.
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e+ CLASS-5000 *** Report No. = 1 Data: 11977.000 05/03/14 12:12:42
Sample EXT EtOH 70 %

1D : Roberto

Sample Amount 1

Cperator : Mércio

Method File Name : DB-WAX.MET

TIC

Scan # 1526
Mass Peak # : 4 Ret. Time : 6.475
Base Peak : 4295 ( 65726)

a

Figura 31: A. Cromatografia gasosa do extrato etanol 70%; B. pico ampliado de uma
das substancias presente no extrato etanol 70% (tempo de retengdo = 6.475); C

Espectro de massa da substancia com tempo de retengao = 6.475.
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<Hit List>

No  S1 Mol.Wgt. Mol-Form./Compound Name CASNo.  Enry I8#

1 9% 116 CgH120: - 10432 4
A-HYDROXY-4-METHYL 2-PENTANONE $$ ) 6266 .

2 96 116 Hi2 0 123-492- 1 _
2~Pent§gmg 4—$\ydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alconiol $¢ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL: $8 4-Hydroxy -4 methy
|-2-pentanione $8 Tyranton $$ Diketone aicohol $$ Acstonyldimethyicarbinol 44 d-Hydroxy-4-methylpentancne $4$ 4-Hyd
roxy--methylpentan-2-one $% 2-HYDROXY-2-METHYL-4-PENTANONE $§ DIACET ONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $$

3 95 116 CgH12 02 123-42-2 10274 4
2-Pentanone, +hydroxy-4-methyl- (CAS) Ovacetone alcohal $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY -2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $$ Diketone aicohol $3 Acstonyidimethylcarbinol $$ 4-Hydroxy-4-methylpentanone $$ 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one $$ 2-HYDROXY-2-METHYL~4-PENTANONE $3 DIACETONE $$ Pyranton A $$ 9-Methyl-4-hydroxy-2-pe
ntanone $4

4 94 116 CgH1202 123422 10279 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-+methyl- (CAS) Diacetone alcohol $§ 4-PENT. ANONE, 2-HYDROXY- 2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-+methy
I-2-pentanone $$ Tyranton $§ Diketone alcohoi $$ Acetonyldimethylcarbinoi $$ 4-Hydroxy-4- methylpentanone $5 4-Hyd
roxy-4-methylpentan-2-one §¢ 2-HYDROXY 2-METHYL-4-PENTANONE $$ DIACETONE $$ Pyranton A $$ 4-Methyl-4-lydroxy-2-pe
ntanone $$

5 94 116 CgH 202 123422 3075 3
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-

iiprary Name '
(1) SHIM1607.LIB (2) NIST107.L1B (3} NIST2:.LIB 14) WILEY229.LiB

Figura 32: Dados fornecidos pelo aparelho Cromatdgrafo a gas/Espectro de massa
referente ao extrato etanol 70% que permitiram identificar a substancia com tempo

de retengao 6.475, como sendo o 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona.

5.2.8- Doseamento de taninos no p6 da droga e no EHL

Neste experimento, a concentragdo de taninos no p6 da droga e no EHL, foi

de 0,05% e 0,72%, respectivamente.

5.2.9- Determinagao de agua no p6 da droga e no EHL

O teor de agua encontrado na droga, de acordo com o procedimento
descrito, foi de 11,00% e no EHL, 10,94%.
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5.3- Aspectos farmacolégicos
5.3.1- Atividade antimalarica e antileishmania do EHL e do extrato cloroféormico

Na avaliacdo antimalarica e antileishmania dos extratos hidroetandlico
liofilizado (EHL) e cloroformico, ambos os extratos, nas concentragbes de 100
pg/mL, provocaram 100% de morte nos protozoarios da malaria (figura 33), ndo
tendo, no entanto, nenhuma acgao nesta mesma concentracdo nos protozoarios da
leishmania (figura 34).

—_—
-
?

0]
o
|

n
o
1

N
o
|

g
2
o

o

£

[
3
Q
©
3

>

2
=

o
£

Figura 33: Atividade antimalarica do extrato hidroetandlico liofilizado (100ug/mL) e
cloroférmico (100ug/mL) de Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze. A atividade
foi verificada em Plasmodium chabaudi AJ e determinada através da incorporacao
de 1uCi de [PH] hipoxantina, apds incubagéo por 24 h. Cloroquina (16 ug/mL) foi

utilizada como farmaco padréo.
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Figura 34: Avaliagdo da atividade antileishmania do extrato hidroetandélico liofilizado
(100 pg/mL) e cloroférmico (100 ug/mL) de Acanthospermum australe (Loefl) O.
Kuntze. A atividade foi verificada em promastigotas de Leishmania (L.) chagasi e a
viabilidade celular determinada através do MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-

tetrazolium brometo). Pentamidina (10 ug/mL) foi utilizada como farmaco padrao.

5.3.2- Atividade antitillcera aguda

A avaliagdo da atividade antiulcera do extrato hidroetanolico liofilizado (EHL)
foi efetuada através do modelo de indugdo com acido cloridrico e etanol, conforme
descrita no item 4.3.2. Os resultados deste ensaio estao representados pelas figuras
35, 36 e 37 e pelas tabelas 11, 12 e 13.
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- Controle

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 4

Amostra 7 Amostra 8

Amostra 5 Amostra 6

Figura 35: Estébmagos do grupo de ratos controles tratados com agua, por via oral,

no ensaio antitlcera agudo, com modelo de indugao por acido cloridrico e etanol.

Tabela 11: Comparacao da area total do estdbmago, area total da lesdo e area
relativa da lesdo do grupo de ratos controles tratados com agua, via oral, no ensaio

antitlcera agudo, com modelo de indugao por acido cloridrico e etanol.

Area Total da Area Totaldo | Area Relativa da Lesao
Controle Lesdo (mm?) estdomago (mm?) (Arcosseno %)
Amostra 1 167,1250 723,7500 28,7205
Amostra 2 228,5625 658,0625 36,1105
Amostra 3 343,3750 1324,0000 30,6146
Amostra 4 316,1250 717,4375 34,3628
Amostra 5 4743125 1188,4380 39,1792
Amostra 6 369,8125 985,9375 37,7664
Amostra 7 326,8750 1321,5625 29,8237
Amostra 8 593,5000 1337,1875 41,7756
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- Extrato bruto

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Amostra 5

Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8

Figura 36: Estdbmagos do grupo de ratos tratados com uma dose de 400 mg/kg de
extrato liofilizado (EHL) de Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze, via oral, no

ensaio antiulcera agudo, com modelo de indugao por acido cloridrico e etanol.

Tabela 12: Comparacdo da area total do estdbmago, area total da lesdo e area
relativa da lesdo do grupo de ratos tratados com uma dose de 400 mg/kg de extrato
hidroetanélico liofilizado (EHL), via oral, no ensaio antitlcera agudo, com modelo de

indugao por acido cloridrico e etanol.

Extrato Area Total da Area Total do Area Relativa da
bruto Lesdo (mm?) estomago (mm? Lesao (Arcosseno %)
Amostra 1 49,0625 859,8125 13,8202
Amostra 2 142,0625 742,5000 25,9389
Amostra 3 117,2500 837,8750 21,9676
Amostra 4 134,1250 905,0000 23,3409
Amostra 5 164,1250 1074,8750 23,0017
Amostra 6 440,6875 1141,5000 38,4139
Amostra 7 164,3750 986,0000 24,0981
Amostra 8 222,5625 1214,5000 25,3459
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- Ranitidina

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
N A
AV N
Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8

Figura 37: Estdbmagos do grupo de ratos tratados com cloridrato de ranitidina na
dose de 100 ug/kg, via oral, no ensaio antiulcera agudo, com modelo de indugao por

acido cloridrico e etanol.

Tabela 13: Comparagdao da area total do estbmago, area total da lesdo e area
relativa da lesdo do grupo de ratos tratados com cloridrato de ranitidina na dose de
100 pg/kg, via oral, no ensaio antitlcera agudo, com modelo de indugao por acido

cloridrico e etanol.

Area Total da Area Total do Area Relativa da Lesdo
Ranitidina Lesdo (mm?) estdbmago (mm?) (Arcosseno %)
Amostra 1 191,3125 613,6250 33,9430
Amostra 2 278,5625 780,7500 36,6780
Amostra 3 46,6875 696,7500 15,0023
Amostra 4 67,8125 538,0625 20,7940
Amostra 5 144,5625 1072,5625 21,5386
Amostra 6 198,0625 1110,6875 24,9789
Amostra 7 434,3750 1267,0625 35,8389
Amostra 8 205,4375 1123,1875 25,3201
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Na avaliagdo da atividade antitlcera aguda, sobre os parametros da Area
Total da Lesdo (ATL) e Area Relativa da Les&o (ARL), o EHL do vegetal em estudo,
na dosagem de 400 mg/kg, apresentou atividade protetora significativa nos testes

estatisticos realizados em relagdo ao grupo controle (figuras 38 e 39).

Area Total de Lesio

‘ Extrato bruto Ranitidina Controle

e e = s

Figura 38: Avaliagao da Area Total de Lesdo (ATL) no ensaio antitilcera agudo, com
modelo de indugdo por acido cloridrico (0,3M) e etanol (60%) apés a administragao,
via oral, de agua (controle), 400 mg/kg de extrato hidroetandlico liofilizado (EHL) de
Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze e 100 pg/kg de cloridrato de ranitidina.
O grafico representa a média da Area Total de Lesdo e seu respectivo erro padrao
(*p < 0,05; ANOVA, Teste de Tukey). O numero de animais utilizado em cada grupo
experimental esta representado entre parénteses; *p < 0,05 = resultado significativo

em relagdo ao controle; ns = resultado nao significativo em relagéo ao controle.
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Figura 39: Avaliacdo da Area Relativa de Lesdo (ARL) no ensaio antitilcera agudo,
com modelo de indugdo por acido cloridrico (0,3M) e etanol (60%) apds a
administragdo, via oral, de agua (controle), 400 mg/kg de extrato hidroetandlico
liofilizado (EHL) de Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze e 100 pg/kg de
cloridrato de ranitidina. O grafico representa a média da Area Relativa de Lesao e
seu respectivo erro padrdao (*p < 0,05; ANOVA, Teste de Tukey). O numero de
animais utilizado em cada grupo experimental esta representado entre parénteses;
*p < 0,05 = resultado significativo em relagdo ao controle; ns = resultado nao

significativo em relagao ao controle.
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5.3.3- Atividade antimicrobiana do EHL em bactérias, leveduras e bolor

O extrato hidroetandlico liofilizado de Acanthospermum australe (Loefl) O.
Kuntze, nas condigbes descritas no item 4.3.3, ndo apresentou atividade para
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
albicans, demonstrando uma pequena atividade para o Aspergillus niger, conforme é

mostrado na figura 40.

Atividade antimicrobiana de
Carrapichinho frente A. niger

020mg/mL |
810mg/mL

S
0
c

«<

Q
o
o
?
o
<

Figura 40: Atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico liofilizado (EHL) de
Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze frente ao bolor Aspergillus niger (ATCC
16404), nas concentragbes de 10 mg/mL e 20 mg/mL. O farmaco padrao utilizado foi
a nistatina dissolvida em agua destilada na concentracdo de 1 mg/mL. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro, com detector de Elisa a 630 nm. Cc

controle de crescimento; Cs. controle do solvente; C+. controle positivo.
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6 — Discussio

6.1- Aspectos botanicos

Em sua grande maioria, as Asteraceae estdo representadas por espécies
herbaceas, anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas e, s6 raramente, por
espécies arboreas (ex.. Vermonia sp.). As folhas, em segmento altamente
significativo, sdo alternas; folhas opostas apresentam-se em alguns géneros e
espécies, principalmente nas tribos Heliantheae e Eupatorieae (BARROSO, 1991).

A espécie analisada apresenta-se como uma herbacea anual, do tipo
rasteira como ocorre na familia e com folhas inteiras e opostas, vindo a corroborar
com as caracteristicas gerais de sua tribo (Heliantheae). Ainda em relagao as folhas,
muitas caracteristicas estdo de acordo com as descricdes da literatura, como
tamanho, filotaxia, base e margem foliar, insercdo do peciolo e caracteristicas
organolépticas de cor e sabor.

No tipo estudado, nao foi possivel observar o odor aromatico acentuado das
folhas, citado por LORENZI, (2000) e CORREA, (1984), apesar de ter sido
respeitado os procedimentos descritos por OLIVEIRA e AKISUE (1991), no que
tange aos cuidados relacionados a perda do 6leo essencial, substancia esta,
responsavel pela caracteristica odorifera deste vegetal.

A dificuldade em se verificar o odor aromatico acentuado citado acima, pode
ser atribuida a época do ano em que foi realizada a coleta, fator este bastante
importante a ser considerado na coleta de plantas fanerégamas.

Os caules arroxeados podem alcangar até 1m de comprimento, estando de
acordo com a informagédo de CORREA (1984). LORENZI (2000), no entanto, admite
que a extensao do caule atinge somente 20 a 40 cm, informacédo ndo observada na

amostra em estudo.
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Estudos microscoépicos de Acanthospermum australe como também de seu
género Acanthospermum, nao foram encontrados no trabalho de revisao e, portanto,
os resultados aqui obtidos serdo comparados com a descricao botanica da sua
respectiva familia.

Para SOLEREDER (1908), na familia Asteraceae, os estdmatos sao ladeados
por 3 ou mais células epidérmicas e a sua diferenciacido segue o tipo anisocitico. No
entanto, METCALFE e CHALK (1950) registram estdmatos geralmente anomociticos
para 0 mesmo taxon. Na espécie analisada, observa-se estdmatos em ambas as
epidermes, com células-guarda de formato riniforme, ladeadas por 3 ou mais células
epidérmicas de aspecto semelhante as demais. Os estdomatos, portanto, sao
classificados como anomociticos.

De acordo com ESAU (1977), HEYWOOD, (1977), METCALFE e CHALK
(1979), BREMER (1994) e CASTRO et al (1997), diferentes tipos de estruturas
secretoras podem ser encontrados em folhas de Asteraceae, tais como: dutos,
cavidades, idioblastos, laticiferos, hidatédios, tricomas e apéndices glandulares.

Verificou-se neste estudo tricomas tectores que estdo presentes no caule,
peciolo e na regido de nervura mediana de folhas, sendo pluricelulares e
unisseriados, como geralmente ocorrem na familia.

A presenga de canais secretores que medeiam os feixes vasculares, em
regibes de peciolo e caule, também se observou, e, em sendo muito pequenos,
apresentam dificuldade de imediata visualizagao. Tais estruturas sao
aparentemente do tipo esquizégeno, apontando-se a necessidade, entretanto, de um

posterior estudo de ontogénese, para confirmagéo.
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De acordo com METCALFE e CHALK (1979), a presenga de canais
secretores, relacionados com os feixes vasculares, esta entre as caracteristicas que
ocorrem com maior freqiiéncia na familia.

HOEHNE et al (1952) assinalam tal ocorréncia em Calea pinnatifida Banks e
GROTTA (1945), em Spilanthes acmella L.. Os mesmos autores afirmam ainda que
as folhas da maioria das espécies pertencentes a familia possuem mesofilo
dorsiventral e camadas de células hipodérmicas aqliiferas. Na espécie em estudo foi
observado o mesofilo dorsiventral, porém, as camadas de células hipodérmicas
aquiferas nao foram visualizadas.

O caule jovem de A. australe apresenta estrutura sifonostélica ectofldica
descontinua (ou eustélica ectofldica) como frequentemente ocorre na familia. A
regidao cortical pouco desenvolvida (figura 14D), colénquima bastante desenvolvido,
chegando a apresentar até 4 camadas (figura 14B), feixes vasculares que se
encontram dispostos em um Unico anel, separados entre si por raios
parenquimaticos relativamente largos (figuras 14A e 14D) e canais secretores que
ladeiam os feixes vasculares (figura 14D) sdo informagdes obtidas no presente

estudo que estdo de acordo com aquelas descritas na familia, por diversos autores.

6.2- Aspectos quimicos

Em relagido a composi¢cdo quimica, as analises dos grupos forneceram
resultados positivos para flavonéides, taninos, saponinas, mucilagens e 6leo
essencial, constituido em grande parte por sesquiterpenos.

Os flavonodides também sdo comuns a familia, sendo citada por HEYWOOD
(1977) em sua obra. Estudos quimicos e farmacolégicos com outra planta do mesmo
género, Acanthospermum glabratum (SALEH et al., 1976) mostrou que a mesma

apresenta substancias com atividade inibidora da aldose redutase.
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Apesar de ndo ter sido isolado neste trabalho nenhuma lactona
sesquiterpénica, este grupo de substancia tem sido isolado de extratos desta
espécie, conforme estudos de BOHLMANN et al., (1984) e ZDERO, et al., (1987).
Alguns deles, como €& o caso do acanthostral (cis, cis, cis-germacranolideo), citada
por MATSUNAGA et al. (1996), revelou atividade antineoplasica.

Em relagdo a membros da familia Asteraceae, inclusas na subtribo
Melampoddinae, muitos diterpendides e melampolideo tipo sesquiterpendides,
também foram isolados, de acordo com os estudos de QUIJANO et al. (1979);
BARUA et al. (1980); SALEH, et al. (1980); BOHLMANN et al. (1981 e 1984a);
CASTRO et al. (1989); ZDERO et al. (1991); MACIAS e FISCHER (1992); MACIAS
et al. (1993); INOUE et al. (1995) e QUIJANO et al. (1997), a partir de numerosas
espécies de Telfragonotheca, Sigesbeckia, Acanthospermum, Melampodium,
Lecocarpus e Smallanthus.

BARDON, et al. (2001) isolaram oito melampolideos, partindo de partes
aéreas e raizes de Enydra anagallis (Asteraceae, tribo Heliantheae), a Unica espécie

deste género que cresce na Argentina.

Estes dados sao importantes, uma vez que mostram que a producao deste
grupo de substancia parece estar intimamente relacionada as Asteraceae,
confirmando as afirmagdes feitas por HEGNAUER (1964).

Apesar de A. australe ser rica nesta classe de principio ativo, ndo se pode
afirmar que tais substancias sdo as responsaveis pela variedade de acgoes
terapéuticas da mesma, descritas em literatura, devido as divergéncias existentes
entre a natureza quimica desses compostos com a do solvente extrator utilizado.

As lactonas sesquiterpénicas, assim como os diterpenos, apresentam
natureza apolar e a medicina popular explora todas as atividades farmacoloégicas,
inclusive a antimalarica, através do “cha”, que € obtido pela decocgdo de diferentes
partes do vegetal, utilizando-se a agua como solvente. Portanto, a extracdo dessas
substancias ficaria reduzida e a concentragdo de compostos de natureza polar, seria
maior no produto final.

Para fins técnicos, esta forma farmacéutica (“cha”) teria uma denominacéo
correta se o processo de obtencado fosse por infusdo, ou ainda, se atribuissemos o

nome do produto final por decdcto.
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No presente estudo, os extratos aquosos obtidos pelo processo de decocgéao
foram avaliados devido a preocupacédo em se estudar um extrato que reproduzisse
de maneira mais proxima aquela usada na medicina popular.

Os rendimentos dos extratos aquosos, obtido por decocgao e aquela obtida a
partir da hidrodestilagdo, foram diferentes. O primeiro, apresentou um rendimento
superior (15,00%); o menor rendimento do segundo (11,93%) pode ser justificado
pelo fato do material estar exposto ao calor por um tempo superior, o que pode ter
levado a degradagao de alguns compostos.

O extrato acetona:agua foi averiguado tendo em vista o aspecto quantitativo
dos principios ativos de natureza polar (HAGERMAN, 1988), ou seja, essa
associagao de solventes extrai equitativamente os componentes do “cha”, usado na
medicina popular, porém em concentragbes maiores, o que pode ser comprovado
pelo seu rendimento (16,35%) que foi superior a decocgéao (15.00%). A vantagem
dessa associagdo de solventes € que a extragao de interferentes, como a clorofila,
fica reduzida quando comparada ao extrato hidroetanélico.

A fragdo F3, isolada do extrato acetona:agua por CCD preparativa e
identificada por CG/EM, corresponde a 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, uma cetona-

alcool que esta na lista de produtos téxicos publicados pela vigilancia sanitaria.

Devido ao fato desta substancia estar presente nos extratos, 1- cloroférmico,
2- hidroetanolico, 3- aquoso e 4- acetona:agua, conforme & mostrada na figura 22, e
que os dois primeiros, neste trabalho, apresentaram atividade contra o protozoario
da malaria, pode-se deduzir que a a¢do antimalarica obtida com o extrato aquoso na
medicina popular possa estar relacionada a um componente comum a todos eles,
podendo ser a propria fracdo F3 ou a substancia da qual ela foi originada, que neste

caso, corresponde ao acido caféico.

A sugestdo de que esta cetona-alcool (PM:116) corresponde a um produto
de degradacgéao do acido caféico (PM: 180), vem do fato da aplicagdo do padrao XS
(padrdao de acido caféico) no aparelho de CG/EM (figura 24), e o seu banco de
dados identifica-lo como sendo a substancia 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, e ndo, o
acido caféico, como era de se esperar. Isto indica que o acido caféico, ao ser

aquecido, originou este artefato, de natureza tdxica.

O acido caféico € um composto fenélico, presente em grande quantidade

nesta familia de vegetais. Aparece como uma mistura de acidos clorogénico,
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incluindo cinarina e algumas vezes como acido chicérico, como foi descrita por

Hegnauer, em 1964,

Nenhum estudo relacionando o acido caféico e derivados com a atividade
antimalarica tem sido desenvolvido, uma vez que, dentre as classes de metabolitos
secundarios de plantas com atividade antimalarica mais pesquisada pelo homem,
em estudos in vitro contra P. falciparum, ou in vivo contra P. berghei, sdo os
alcaléides [ex.: augustine, (+)- isotetrandina, (+)-homoaramolina]; os sesquiterpenos
(ex.:artemisinina, 16-a-6xido de cariofileno); os quassindides (brusatol, bruceantina,
brucei A, B e C); os flavonoéides (ex.: exiguaflavona A e B, genisteina, pratenseina) e
as xantonas (ex.: couanina, couanol, couaxantona, f-mangostin), (SAXENA, 2003).

Os quassinoides séo lactonas altamente oxigenadas, que em sua maior parte
apresenta 20 atomos de carbono em seu esqueleto, podendo existir alguns

contendo 18, 19 e até 25 atomos.

Devido ao fato da maioria dos alcaldides, das lactonas sesquiterpénicas e
dos quassindides nao serem extraidos com agua, as razées sdo grandes para
pensarmos que a substancia ativa dos “chas”, utilizadas na medicina popular com
atividade antimalarica, possa estar relacionada também a outros compostos
fendlicos, como os flavondides e algumas xantonas, que podem ser extraidos com

agua ou misturas hidroalcodlicas.

A fragcdo F4, isolada do extrato cloroférmico por CCD preparativa e
identificada por CG/EM, corresponde a um isémero, nao identificado, do
sesquiterpeno globulol, solivel em cloroférmio e que apresenta um grupo
germacrano em sua estrutura, estando presente em maior concentragdo no dleo
essencial de folhas, do que em caules (tabela 9). Esta maior concentragao esta
relacionada diretamente com a fase em que se encontra o vegetal, sendo no caso,

em época de floragao.

Este componente continua presente no 6leo, mesmo quando o material sofre
processo de secagem e, possivelmente, nem ele e nenhum outro componente
isolado do 6leo, e nem o 6leo como um todo, ndo estéo relacionados a atividade
antimalarica, explorada pela medicina popular. Esta afirmagdo pode ser feita

baseada em varios motivos: 1- o 6leo, devido a sua natureza lipofilica, ndo € bem
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extraido por solventes aquosos, 2- o 6leo essencial, mesmo sendo extraido por
técnica apropriada, do tipo quantitativo (hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger
modificado), apresenta-se em baixas concentra¢ées, tanto em nosso trabalho como
no estudo publicado por MORAIS et al, (1991) e 3- devido ao fato de sua
composigdo quimica nao ser uma constante, fica a impossibilidade de atribuir-lhe

esta atividade.

Em relagdo ao oleo essencial, membros das Asteraceae, com excec¢do da
Cichorieae, produzem esta substancia que € depositada no interior de tricomas
glandulares ou ductos esquizégenos, em quantidades apreciaveis. Alem dos
monoterpendides e dos sesquiterpendides como constituintes deste 6leo, fazem
parte da composigdo, os fenilpropanéides, acetilenos e cromonas (HEGNAUER,
1964).

No caso do dleo essencial da espécie em estudo, 0 mesmo encontra-se
armazenado no interior de canais secretores que, por sua vez, estdo proximos aos
feixes vasculares. Devido a esta localizagdo mais interna, o processo de secagem
do material, transformando-o em droga, ndo leva a uma total eliminagdao deste
componente.

A presenca de 6leo essencial foi verificada nas amostras do vegetal coletado
em diferentes épocas e variados estagios de desenvolvimento. Os rendimentos de
0,05% (p/v) em folhas frescas e 0,10% (p/v) na droga, bastante baixos em relacdo a
outras drogas contendo oleo essencial, pode estar associado a pequena quantidade
de organelas de secregdo por unidade de superficie, o que & bem inferior as
Asteraceae de maior ocorréncia. Torna-se, portanto, inviavel a exploragdo deste
material em escala industrial.

Neste trabalho, o método empregado na obtengcido do 6leo essencial foi a
hidrodestilacdao, método preferido na industria e nos laboratérios de pesquisa, em
fungdo da temperatura de destilagdo manter-se constante e abaixo da temperatura
de ebulicdo da esséncia. A redugao dos riscos de contaminagédo por outros produtos,
aliada ao fato do meétodo ser econdmico e o processo poder ser executado
praticamente sem supervisdo técnica, constituem-se em outras vantagens desta
escotha.

O aparelho utilizado para extracéo deste grupo de principio ativo foi idealizado
por AKISUE (1971) que consiste em uma modificagdo e aperfeicoamento do
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primitivo aparelho de CLEVENGER (1928) que sofreu sucessivas alteragbes quanto
aos varios dispositivos citados por GOTTLIEB (1960), COSTA (1964), UNGER
(1962), e WASICKY (1963), visando condensag¢do mais perfeita, esgotamento mais
rapido, menores perdas e diminuigdo da emulsificagdo.

O tempo de destilagéo para a extragdo do componente do material em estudo
foi de 6 a 7 horas. Este tempo, relativamente extenso, indica a presenga de
componentes de tensdo de vapor relativamente baixo, visto que os 6leos, em sua
maioria, apresentam tempos de destilagido de 3 a 4 horas, em média.

Os componentes do 6leo essencial, no presente trabalho, mostraram ser
qualitativamente e quantitativamente diferentes, quando a comparacéo é realizada
entre as diferentes amostras. As razbes para esta variabilidade podem ser
entendidas ao se considerar todos os fatores que influenciam na composicao
quimica do éleo, como clima, estagdo do ano, condigdes geograficas, periodo de
colheita e técnica de destilacao, entre outros (PANIZZ| et al., 1993).

Ao se comparar a composi¢do do oleo de folhas frescas coletadas em
outubro, na fase de floragdo (amostra 3), com aquelas coletadas em novembro, com
intervalo de 25 dias, na fase de frutificacdo (amostra 4), pode-se notar através da
analise da tabela 9 que a amostra 3 apresenta os monoterpenos, mirceno (2.82%),
B-pineno (1.96%) e limoneno (1.82%), e sesquiterpenos, a-cadinol (14.07%) e
farnesol (2.02%), que estao ausentes na amostra 4.

Comparando-se os teores dos componentes em comum as duas amostras,
percebe-se que em época de floragdo o vegetal apresenta maiores teores de
nerolidol (3.65% x 0.65%), &-cadineno (16.80% x 1.36%), 1-muurolol (1.71% Xx
0.88%) e globulol (20.22% x 0.56%), do que em época de frutificagdo e menores
concentragoes de B-cariofileno (0.98% x 13.44%).

A presenca de farnesol e nerolidol em época de floragao pode ser justificada,
pois estudos recentes mostram que ambos os compostos também sao produzidos
por determinados insetos, do sexo feminino, que os utilizam como atrativos para os
machos, o0 que leva a fecundagdo com perpetuagdo da espécie (STEINWAND,
2005). Em um vegetal, isto facilitaria o processo de polinizacéo de flores.

Industrialmente, o homem vem empregando estes compostos associados a
venenos, portanto, como inseticidas. Desta forma, os insetos machos seriam
atraidos pelo inseticida por conter farnesol e nerolidol, aumentando assim seu
contato, levando-os a morte (STEINWAND, 2005).
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O nerolidol € um sesquiterpeno que apresenta atividade antimalarica in vitro,
de acordo com o estudo realizado por LOPES, et al. (1999). Este fato ndo permite
afirmar que a atividade antimalarica explorada popularmente seja devido a este
componente, pois sua presenga nem sempre € verificada no 6leo, e quando é

detectado, sua concentragédo € muito reduzida.

O limoneno, substancia presente na amostra 3, assim como os pinenos (a e
B), estdo entre os terpenos mais largamente distribuidos na natureza, ocorrendo em
muitos o6leos volateis e, em alguns casos, como o componente principal,
especialmente nos oleos citricos como de Citrus sinensis Linaeus, Osbeck com
cerca de 90%, Citrus limon Linnaeus, Burm. F., Citrus reticulata Blanco, var.
“Mandarin” Citrus aurantium Linnaeus subsp. amara Linn., Foeniculum vulgare Mill.,
Mentha piperita L., Mentha arvensis L. subsp. haplocolyx Briquet. O limoneno é
muito usado pela industria de perfumaria e aromatizantes, assim como em inumeras
preparacgoes técnicas (KAYANO, 1972).

A analise da tabela 9 permite ainda observar que o B-cariofileno € um
componente presente em maior concentragdo em folhas, apds a época da floragéo,
com inicio de frutificacdo. Esta substancia é bastante utilizada nas composi¢des de
perfumes, principalmente para fortalecer as notas tipo especiaria e alimentos
(GUENTHER, 1949).

As diferengas qualitativas e quantitativas dos componentes do 6leo essencial
de A. australe deste trabalho, também ocorreram quando comparadas com o estudo
de MORAIS et al. (1997). Os autores do trabalho pesquisaram as folhas frescas e
identificaram como principais componentes os monoterpenos, a-pineno (4.80%), B-
pineno (3.10%), mirceno (3.80%) e o limoneno (5.30%) e os sesquiterpenos, f3-
cariofileno (16.00%), B-elemeno (14.40%), y-cadineno (13.00%) e germacreno A
(5.50%).

Sabendo-se que a espécie vegetal em questao é do tipo anual, e a coleta do
material pelos referidos autores foi em fevereiro, é de se considerar que o vegetal se
encontrava em fase de frutificacdo, portanto, a comparagcdo dos componentes do
oleo estudado nesta pesquisa, sera realizada com o vegetal na fase mais
semelhante a do artigo, representada, neste caso, pela amostra 4, da tabela 9.

Nesta comparagdo, percebe-se que ha diferengas relevantes, por razoes ja

descritas anteriormente, como: 1- inexisténcia de monoterpenos no éleo essencial
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do presente estudo, 2- a concentragéo do y-cadineno (0.15%) é bastante inferior, 3-
o 6leo estudado ndo apresenta o germacreno A, mas acusa as presengas do
germacreno D (44.14%), germacreno B (17.35%), a-humuleno (3.03%) e B-selineno
(3.82%). Como semelhanga entre os 6leos, pode-se citar a presenga de B-cariofileno

(13.44% no 6leo da amostra em estudo) e B-elemeno (7.63%).

6.3- Aspectos farmacologicos

Acanthospermum australe (Loefl) O. Kuntze € uma planta utilizada como
fonte de principios ativos. Esta planta € nativa da Ameérica Tropical, sendo muito
comum no Brasil, onde é conhecida como carrapichinho. Suas folhas, caules e
raizes sao amplamente usadas na medicina popular, na forma farmacéutica de cha,
por via oral ou topica; em banhos, como forma de cura para diversos distlrbios
como malaria, blenorragia e febre. O decécto proveniente da planta inteira & utilizado
ainda em problemas de bexiga, no alivio das dores do estdmago e do intestino,
provocados por flatuléncia e ainda, visando uma atividade anti-histérica (PENNA,
1941).

No Paraguai, esta espécie € conhecida como “Tapecuée” e é usada
popularmente, por via oral, no tratamento de hemorragias, reumatismo e artrite, e
por uso tdpico, como antiinflamatério e anti-hemorragico (SHIMIZU, 1987). A
populagéo indigena utiliza o decdcto das raizes no tratamento de varias desordens,
por suas agbes antidiarréica, anti-séptica e antiinflamatéria.

No presente estudo, a avaliagdo da atividade antimalarica dos extratos
hidroetandlico e cloroférmico de Acanthospermum australe, demonstraram uma
significativa atividade antiprotozoaria em baixas concentragdes contra o clone AJ de
Plasmodium chabaudi. Apesar de poucos estudos serem encontrados na literatura
incluindo esta espécie, significativa atividade antifungica (PORTILLO et al., 2001) e

antimalarica (CARVALHO et al., 1991) vem sendo descrita. Os ensaios realizados
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corroboram os dados da literatura e ainda demonstram uma importante atividade in
vitro contra o modelo de roedor, Plasmodium chabaudi clone AJ. Através de analises
genéticas, vem sendo demonstrado que o Plasmodium chabaudi pode ser
considerado o modelo de malaria de roedor para a malaria humana, com
caracteristicas importantes, como resisténcia a drogas e imunidade (MARTINELLI et
al., 2005). A atual resisténcia do Plasmodium falciparum, principalmente aos
medicamentos mais utilizados na clinica como a cloroquina ou associagdes como
sulfadoxina-pirimetamina, vem provocando preocupacado e atengdo especial por
parte dos pesquisadores (BABIKER et al., 2005, BARNES et al., 2005). Através de
ensaios biomonitorados, o futuro isolamento e purificagdo das substancias ativas do
Acanthospermum australe poderiam proporcionar uma poderosa ferramenta para o
desenvolvimento de novos farmacos para esta doenga endémica que afeta

principalmente paises em desenvolvimento.

Neste trabalho de discussédo, citar-se-30 alguns estudos de revisdo
relacionados a espécies vegetais contendo substdncias com atividade antimalarica,
para facilitar a argligao, no que tange ao posicionamento apresentado sobre a

substancia presente no extrato aquoso, a responsavel pela atividade antimalarica:

- CARVALHO et al. (1991), em trabalho sobre a atividade antimalarica ou antipirética
de extratos brutos de plantas brasileiras, estudadas in vivo em roedores infectados
por Plasmodium berghei, relatam que o extrato liofilizado de A. australe
(Asteraceae), obtido a partir da decocgao de folhas, inibiu em 40%, a multiplicacido
das formas sanguineas de P. berghei, na dose de 1000 mg/kg, 4 x dia, durante 4
dias consecutivos. O extrato liofilizado foi administrado oralmente, na forma de

suspensao aquosa, com 0,2% de tween-80.
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- Extratos aquosos liofilizados de outras plantas, obtidos da mesma forma,
demonstraram também atividades: Esenbeckia febrifuga A. Juss. (Rutaceae), com
43% de inibicao, Lisianthus speciosus Cham. et Schl. (Gentianaceae), com 38% e

Tachia guianensis Aubl. (Gentianaceae), com 39% (CARVALHO et al.,1991).

- Em culturas in vitro, contra Plasmodium falciparum (BHz 26/86), resistente a
cloroquina (CARVALHO et al, 1988), o extrato aquoso liofilizado de A. australe,
diluido em meio de cultura (RPMI 1640 + 10% de soro humano) adicionado a tween-
80, incubadas em varias concentragdes com suspensbes do parasita, na
concentragdo de 100 pL com aproximadamente 1% de parasitemia, inibiu 63% da
multiplicacéo do parasita, na dosagem de 10 yg/mL, 43%, na dosagem de 5 pyg/mL e

11%, na dosagem de 1ug/mL.

- Usando a mesma metodologia, o extrato hexanico de Vernonia brasiliana (L.)
Druce, outro membro da familia Asteraceae, demonstrou maior atividade, inclusive
em dosagens reduzidas: inibicdo em 71% da multiplicagdo do parasita na dosagem
de 10 pg/mL, 64%, na dosagem de 5 pg/mL, 48% na dosagem de 1 ug/mL, 63% na
dosagem de 0,2 ug/mL e 48% na dosagem de 0,04% ug/mL (CARVALHO et al,

1988).

- Extrato hidroetanélico 90%, assim como as fragdes cloroférmica e butandlica de
Bidens pilosa (Asteraceae), proveniente de folhas, raizes ou planta inteira, nas
concentragdes de 50 pg/mL causaram inibicdo acima de 90%, do crescimento in
vitro, de P. falciparum. As fragGes organicas apresentaram redugao parcial, in vivo,
da parasitemia de P. berghei em roedores (BRANDAO et al., 1997).

Através destas informagbes, a andlise dos dados apresentados por
CARVALHO et al. (1988 e 1991) e BRANDAO et al. (1997), mostra que se pode
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estar diante de duas substincias ou grupos de substancias com atividade

antimalarica, cuja natureza quimica (polaridade) é diferente.

A primeira substancia ou grupo de substancia, estaria presente no extrato
aquoso, como descrito por CARVALHO et al., (1988 e 1991) e o segundo, estaria
presente em extratos organicos, podendo ser etandlico, cloroférmico, butanélico ou
ainda, hexanico (CARVALHO et al., 1988 e BRANDAO et al., 1997).

As substincias de natureza polar com atividade antimalarica descritas em
literatura poderiam ser apenas da classe dos flavonoides. Sugere-se, neste trabalho,
no entanto, que o acido caféico ou seu artefato, também poderia apresentar esta

atividade, mas que nenhum estudo € descrito em literatura.

As substancias de natureza apolar, presentes nos extratos organicos,
poderiam ser as lactonas sesquiterpénicas, 6leos essenciais e alguns alcaloides, na

forma livre.

A associagdo da atividade antimalarica com a presenga de compostos
acetilénicos (ex.: fenil acetilénicos) ou ainda, flavonodides (ex: flavondides
poliidroxilados), é discutida por BRANDAO et al., (1997) que obtiveram extratos
hidroetanodlicos 90%, provenientes da planta inteira de nove outras espécies do
género Bidens (B. frondosa L.; B. tripartitus L.; B. ferulaefolia DC.; B. bipinnatus L.;
B. maximovicziana, Willd.; B. campylotheca, Schultz Bip. Spp. campylotheca, B.
bitternata DC.; B. parviflora Willd. e B. bitternata DC.).

Dentre os extratos, sete possuiam atividade inibitéria de crescimento (65 a
91%), in vitro, do P. falciparum, sendo que todos apresentavam em sua composi¢ao
quimica, acetilenos alifaticos. Os extratos de duas espécies que nao apresentavam

esses compostos (B. parviflora e B. bitternata), nao foram ativos ao protozoario.

A fragado cloroférmica de raizes de B. pilosa que causou 86% da inibicdo do
crescimento do parasita, in vitro, apresentou como componente majoritario o 1-fenil-

1,3-diin-5-en-7-ol-acetato.

Assim, acredita-se que no extrato cloroférmico e no EHL de A. australe, possa
existir uma outra substancia além do acido caféico, com natureza quimica mais
lipofilica, que sozinha ou em sinergismo com este acido, apresenta acgio

antimalarica.
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No ensaio de atividade antimicrobiana, o EHL de A. australe mostrou maior
atividade para Aspergillus niger, na dosagem de 10 mg/mL, porém nao apresentou
nenhuma contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
e Candida albicans.

Estudos realizados com esta espécie por PORTILLO ef al. (2001), utilizando-
se extratos aquoso, diclorometano e metandlico proveniente de partes aereas,
revelam que nenhum desses extratos conseguiu inibir o crescimento dos
microrganismos Aspergillus niger e Candida albicans, no ensaio in vitro pelo método
da difusdo em agar com disco.

Neste mesmo estudo, os autores avaliam também outra espécie vegetal,
pertencente ao mesmo género, Acanthospermum hispidum DC., e outras da mesma
familia, Baccharis articulata Pers., Senecio grisebachii Baker e Vernonia tweedieana
Baker que nao apresentaram nenhuma atividade contra esses microrganismos.

Em estudos mais recentes propostos por FLEISCHER, ef al, (2003), a
avaliagdo antimicrobiana de diferentes extratos provenientes de folhas e flores de
Acanthospermum hispidum mostrou variados graus de atividade contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi e
Clostridium histolyticum. Nas mesmas condigdes, os referidos extratos nao
apresentaram nenhuma acdo em Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Candida albicans, estando este ultimo, de acordo com a informagdo de PORTILLO
et al., (2001).

Na comparacao de todos estes dados, nota-se que as atividades contra a
levedura Candida albicans e bactérias do tipo Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli ) nao sdo alcangadas com A. australe, nem com a
espécie do seu género, A. hispidum, e nem com as espécies das Asteraceae,
citadas por PORTILLO, em seu trabalho. Portanto, os resultados negativos para
esses microrganismos, neste trabalho, sdo justificados.

A razdo do EHL apresentado neste estudo, inibir o crescimento de A. niger,
ndo observado nos estudos de PORTILLO ef al., (2001) pode ser atribuido a varios
fatores: 1- como o solvente utilizado foi uma mistura de etanol e agua, esta foi capaz
de retirar parte do 6leo essencial e/ou compostos de natureza quimica semelhante,
e 2- a composi¢ao dos extratos podem ser influenciados por fatores como: época do
ano de coleta, horario do dia de coleta, regido geografica o que acaba influenciando
nos fatores climaticos, climatico-edaficos e edaficos (OLIVEIRA e AKISUE, 1991). A
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escolha do solvente e a metodologia extrativa empregada também constituem
fatores relevantes nesta composigao.

A atividade antifungica de um determinado 6leo essencial pode variar
conforme o periodo de desenvolvimento do teste. Geralmente, este periodo € longo
e leva a decomposi¢cao dos componentes do éleo analisado (JANSSEN et al., 1987).

Os odleos essenciais, de acordo com (SIMOES et al. 1999; SIMOES et al.
2001; SIMOES et al. 2004), apresentam agao anti-séptica; o 6xido de cariofileno, é
um componente do oleo essencial, que de acordo com CAKIR et al, (2004)
apresenta atividade antifungica. Verifica-se a presenca deste componente na
pesquisa aqui relatada.

Os taninos e os flavondides, que certamente estadao presentes no EHL,
também apresentam acéo antifungica (SIMOES et al. 1999; SIMOES et al. 2001;
SIMOES et al. 2004).

Nenhum estudo com a espécie A. australe, relacionado a atividade contra
bactérias foi encontrada em literatura, fato este que impossibilta a comparagao
destes resultados. No entanto, o fato do EHL nao ter dado nenhuma atividade,
“‘contradiz” o que é descrito em literatura, pois a medicina popular brasileira utiliza
seus extratos contra infeccdes renais, irisipela e na blenorragia (CORREA,1984;
LORENZI, 2000 e MORS, 2000). Necessita-se, portanto, uma nova avaliagao
utilizando maior variedade de bactérias, diferentes metodologias e diferentes
extratos.

Como ja foi descrito anteriormente, a presenga de lactonas sesquiterpénicas
em A. australe e na familia Asteraceae € bastante freqiiente. Propriedades,
antiinflamatoéria, citotoxica, antitumoral, bactericida, fungincida e antillicera, sao
atribuidas a essa classe de substadncias (RODRIGUEZ, 1977, PICMAN, 1986,
ROBLES et al,, 1995, HEINRICH et al., 1998), no entanto, nenhum estudo de

atividade antitilcera com seus extratos foi encontrado em literatura.

No presente trabalho, as ulceragdes em estdbmagos de ratos foram induzidas
através do uso de uma mistura de etanol a 60% e acido cloridrico a 0,3%. Solventes
ou associagao de solventes como etanol ou etanol acidificado levam a formacgéao de
ulceras gastricas devido a reducgdo do fluxo sangliineo na mucosa gastrica seguida
de estase sangiinea contribuindo para o desenvolvimento de hemorragias e

necrose de tecidos (GUTH et al., 1984). Verifica-se também, reducéo dos niveis de
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compostos sulfidrilicos, agentes capazes de se ligarem a radicais livres ativos,
gerando injuria tecidual (CRAWFORD, 1994; SARTORI, 1997; RANG & DALE,
2001). Vale ressaltar que os efeitos citados anteriormente sao observados em maior
intensidade, quando se utiliza uma associagao de etanol com acido cloridrico como

agente indutor de ulceras, em comparagdo com o etanol isolado.

Neste teste, no parametro da Area Relativa de Les@o (ARL), o resultado
mostrou ser significativo na comparacgao do extrato bruto do vegetal com o controle.
O EHL de A. australe, na dose de 400 mg/kg, administrada via oral, reduziu em
49,13%, a Area Total de Leséo (figura 38) e em 29,61%, a Area Relativa de Leséo
(figura 39).

A analise dos componentes de Acanthospermum australe permite sugerir que
a substancia responsavel pela agao antillcera presente no EHL possa pertencer a
varios grupos de principios ativos: 1- ao grupo dos taninos, uma vez que estes
reagem com as proteinas das ceélulas lesadas da mucosa estomacal, formando uma
camada de protecdo, impermeavel a agdo do suco acido gastrico (SIMOES et al.
1999: SIMOES et al. 2001; SIMOES et al. 2004); 2- as lactonas sesquiterpénicas,
conforme descrita em literatura, que podem ser extraidas por misturas
hidroalcoodlicas ou 3- aos flavonédides, que apesar de nado se ter isolado neste
estudo, nenhuma substancia pertencente a este grupo, autores como BOHLMANN
et al., 1984; SHIMIZU et al., 1987 e ZDERO, et al., 1987, relatam em seus trabalhos
o isolamento de algumas. No entanto, nenhum dos referidos autores avaliaram estas

substancias sobre o parametro antitlcera.

LEWIS & HANSON (1991) em um trabalho de revisdo, mostram que os
flavonodides estdo entre os metabdlitos secundarios oriundos de vegetais com
atividade antiulcerogénica em diferentes modelos experimentais como indometacina,

etanol, ligadura de piloro, estresse, antioxidante entre outros.

Em relagédo as agdes farmacologicas, a agéo antidiarréica do extrato desta
espécie vegetal citada por PENNA, (1941); CORREA, (1984); LORENZI, (2000) e
MORS, (2000), deve-se provavelmente a presenga dos taninos, pois o grupo em
questao apresenta esta acao (SIMOES et al. 1999; SIMOES et al. 2001; SIMOES et
al. 2004) e o mesmo foi detectado na triagem fitoquimica. Segundo alguns autores,

nenhum vegetal esta isento na produgéo de taninos, porém existem aqueles que sao
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“tradicionais” na sua produgdo, como o Stryphnodendron barbatimam Martius e

Quercus robur L. por apresentarem quantidades grandes do mesmo.

Tendo em vista que os compostos polifendlicos e os 6leos essenciais
apresentam acdo anti-séptica (SIMOES et al., 2001) e, sabendo-se que a triagem
fitoquimica da droga vegetal da espécie mostrou a presenga de dois grupos
pertencentes a classe dos polifendlicos (flavonéides e taninos), assim como
componentes volateis, as indicagdes em casos de blenorragia, infecgbes renais e
irisipela (CORREA, 1984; LORENZI, 2000 e MORS, 2000), podem ser assim
justificadas. Em relagdao a agado expectorante citada por PENNA (1941), esta
atividade pode ser atribuida a presenga de saponinas, ainda que, em pequenas
quantidades as quais promovem fluidificagido das secregdes brénquicas (SIMOES et
al., 2001) o que vai de acordo com HEGNAUER (1964) e HERS (1973), que citam
em suas obras que a familia apresenta saponinas pentaciclicas, ou seja, do tipo

triterpénicas.
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- As folhas concolores de A. australe podem se apresentar inteiras ou
fragmentadas, de consisténcia membranacea e superficie lisa. O contorno é
romboidal a oval, a base € geralmente simeétrica, o apice é obtuso, a margem é
denteada a sinuosa e a nervagao € peninérvea; o peciolo, piloso na base é de
insercao lateral, sendo reto e achatado; a sec¢do transversal & cdncavo-

convexa.

- Quando transformadas em drogas, as folhas apresentam-se enroladas e s&o
friaveis; a coloragdo € marrom-castanha. Apresentam fraco odor aromatico,

com leve sabor mucilaginoso e amargo.

- As folhas de A. ausfrale apresentam estématos, predominantemente do tipo
anomociticos em ambas as faces (anfiestomaticas), cuticula lisa e certo grau

de espessamento celulésico nas paredes celulares de ambas as faces.

- Anexos epidérmicos, como os tricomas tectores de forma cbnica, podem ser
observados no mesofilo, na regido de nervura mediana, no peciolo e no caule,

podendo ser do tipo bicelulares unisseriados a pluricelulares unisseriados.

- Canais secretores associados aos feixes vasculares estdo presentes nos
6rgaos em estudo, sendo o 6leo armazenado nessas estruturas; por tal motivo,

0 Oleo continua presente no material, mesmo quando é transformado em droga.

- Caules e folhas de A. australe apresentam oOleo essencial em baixa
concentragéo, cuja composi¢cdo quimica varia, dependendo da época de coleta

e do estagio de desenvolvimento do vegetal.

- O ¢6leo essencial, nas condigbes do experimento, & constituido em sua
maioria por sesquiterpenos dos grupos cadinano (a-cadinol e &-cadineno),

cariofilano (B-cariofileno) e, principalmente, germacrano (globulol).

- O componente B-cariofileno e um isémero do globulol estao presentes no 6leo
essencial de A. australe, em todas as amostras coletadas, sendo o isbmero do
espatulenol um componente exclusivo e majoritario do 6leo de caule e o
isdbmero do globulol um componente presente em maior quantidade no 6leo

quando o vegetal encontra-se em fase de floragéo.

- O 6leo essencial de A. australe ou qualquer um de seus componentes nao

deve ser o responsavel pela agdo antimalarica obtida na medicina popular,
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pelos fatos de: o 6leo estar em uma concentracdo bastante reduzida no
vegetal; sua composi¢cdo quimica ser muito variavel e também pelo fato do
processo e solvente extrativos utilizados pela populagido ndo serem os ideais
para a extragéo deste grupo de principio ativo.

- A exploragdo da espécie A. australe, para obtengdo de 6leo essencial em
larga escala, portanto, ndo € economicamente viavel, devido as razdes ja

mencionadas anteriormente.

- Neste experimento, a concentragao de taninos foi baixa, tanto no p6é da droga
(0.05%) como no EHL (0,72%), porém a acdo antidiarréica, explorada

popularmente, pode ser atribuida a este grupo.

- A agao antiulcera aguda promovida pelo EHL de A. australe pode ser
atribuida as lactonas sesquiterpénicas ou aos taninos, ambos presentes no

extrato, que s6s ou em sinergismo promovem esta agao.

- A agao expectorante de A. australe, explorada popularmente, pode ser
atribuida as saponinas triterpénicas descritas em literatura e sejam devidas

aquelas que foram detectadas neste ensaio, no teste de espuma.

- A agao anti-séptica dos extratos aquosos, explorada popularmente, pode ser
atribuida principalmente aos flavonéides e aos taninos.

- O teor de agua encontrado na droga, de acordo com o procedimento descrito,
foi de 11,00%, e no EHL, 10,94%. Esta informagao indica que o material
estudado estd de acordo com a exigéncia da Farmacopéia Brasileira (1988),

que estabelece limites de umidade na droga (8 - 14%).

- O trabalho permite concluir que existem duas substincias ou grupo de
substancias que promovem acao antimalarica, sendo que essas substancias

£4 ”

podem ou nao coexistir: 1- de natureza polar presente nos “chas”, que pode ser
o acido caféico ou um flavondide polihidroxilado, soluveis em agua e/ou
misturas hidroalcoolicas e 2- de natureza apolar, que pode ser uma lactona
sesquiterpénica ou mesmo um diterpeno, sollivel em cloroférmio e/ou misturas

hidroalcoolicas.

- A exploragdo, em escala industrial, dos extratos liofilizados de etanol 70%,
aquoso e acetona:agua de A. australe, para fins antimalaricos, pode ser

economicamente viavel, pois a espécie em questdo € uma erva daninha que



Conclusées 112

nao requer muitos cuidados e ainda, todas as suas partes podem ser usadas

na preparac¢ao dos extratos.

- O EHL de A. australe, nas condi¢gdes deste trabalho, na concentragédo de 10
mg/mL apresentou significativa atividade antifingica contra o Aspergillus niger.
Esta atividade pode ser atribuida ao 6leo essencial e/ou aos compostos

fendlicos, como os taninos e flavonoides, também presentes neste extrato.
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