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Resumo

G

Os extratos brutos e fragdes semipurificadas obtidos de Artemisia annua L.
apresentaram atividade antiulcerogénica em diferentes modelos experimentais,
possivelmente relacionada aos mecanismos citoprotetores, especialmente a sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrica.

Portanto, os objetivos deste trabalho corresponderam ao isolamento, a identificagdo
e a determinagdo do mecanismo de agdo antiulcerogénica do(s) principio(s) ativo(s)
obtidos da referida espécie vegetal.

Uma fragdo enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (FLac). obtida do extrato
bruto hidroetandlico, foi purificada em coluna cromatografica, fornecendo quatro fragdes
denominadas FlApac, F1Brac, F1CLisc € F1Diac, que reduziram o indice de lesbes
ulcerativas no modelo de ulcera induzida por etanol em ratos.

As fragdes F1Cpac e FIDpyc também foram purificadas, fornecendo
respectivamente, as lactonas sesquiterpénicas denominadas dihidro-epideoxiarteanuina b e
deoxiartemisinina, que tiveram as estruturas moleculares definidas por cromatografia
gasosa acoplada a um detector de massas e por ressondncia magnética nuclear.

A dihidro-epideoxiarteanuina b e a deoxiartemisinina foram avaliadas no modelo de

tlcera induzida por etanol em ratos, em diferentes doses, tendo apresentado atividade

|51
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_antiulcerogénica. As doses efetivas 50% (DEsy), foram de 55,6 mg/kg e 88,7 mg/kg,
respectivamente. Estes compostos foram também avaliados neste mesmo modelo
experimental, pérém, com tratamento prévio dos animais com indometacina, um inibidor
da ciclooxigenase, enzima responsavel pela sintese de prostaglandinas. Nestas condigdes,
os dois compostos deixaram de aprésemar a atividade antiulcerogénica anteriormente
observada.

Na sequéncia, foi detectado um aumento do muco aderido 4 mucosa gastrica, de
23,2 e 34,9%, respectivamente, nos grupos de animais tratados com a dihidro-
epideoxiarteanuina b e com a deoxiartemisinina. Estes resultados reforgaram a hipotese da
interferéncia destes principios ativos com o aumento da sintese de prostaglandinas.

No modelo de ligadura pilérica em ratos, os tratamentos intraduodenais com a
dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina aumentaram em 80,8 e 40,7%, a
atividade péptica do conteido gastrico, respectivamente. Somente o grupo de animais
tratado com a deoxiartemisinina, apresentou redugdo de 45,9%, da concentragdo
hidrogenidnica deste contetido. Estes resultados também s3o sugestivos de um aumento das
prostaglandinas na mucosa gastrica, que promovem o aumento da liberagio de
pepsinogénio e ainda, podem exercer seus efeitos citoprotetores, diminuindo ou ndo, a
secregdo acida gastrica.

Outro experimento capaz de avaliar a atividade de substancias sobre a
ciclooxigenase é a medida da agregagdo plaquetaria. A dihidro-epideoxiarteanuina b e a
deoxiartemisinina potencializaram a agregagdo plaquetaria induzida por ADP. Esta
atividade foi totalmente revertida, quando realizada a adigao prévia de indometacina, um
inibidor da ciclooxigenase.

Sequencialmente, foi realizada a dosagem da prostaglandina E; na mucosa gastrica
de ratos. Foi observado um aumento de 34,9%, na produgdo desta substancia endogena,
somente no grupo de animais tratado com a dihidro-epideoxiarteanuina b.

O trabalho fitoquimico resultou inicialmente no isolamento das lactonas
sesquiterpénicas identificadas como dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina. Os
resultados obtidos na avaliagdo farmacologica destes compostos, indicaram que o
mecanismo da agdo antiulcerogénica destas substancias esteja relacionado com o aumento
da sintese de prostaglandinas, substancias endogenas que constituem um dos principais

fatores citoprotetores da mucosa gastrica.
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Absbract

Artemisia annua L. crude hydroethanolic extract reduced the ulcerative lesion index
on ethanol induced ulcer model. This extract was purified with the intention of having an
enriched fraction of sesquiterpene lactones, since previous work had indicate the presence
of this chemical group. The resulting fraction was more efficient in decreasing the
ulcerative lesion index when evaluated under the same experimental conditions.

With these informations in mind, this study was undertaken to isolate and identify
the active(s) substance(s) and to determine the probable pharmacological mechanism.

The enriched sesquiterpene lactone fraction was purified through column
chromatography, using silicagel, and supplied four different polarity fractions as follows,
FlApac, F1Brac, F1Crac € FIlDpac. All these fractions, when submitted to the ethanol
induced ulcer in rats, resulted in different inhibition levels of the ulcerative lesion index.

F1Crac and F1Dy ¢ were purified through column chromatograpy using silicagel
and increasing gradientes of hexane / ethyl acethate. The obtained fractions were
monitorated by thin layer chromatography. The physical and spectral data (mass, 'H-RMN
and 13C-RMN) of compounds obtained from F1Cpac and F1Dpac were consistent with

those of dhydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin, respectively.
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Absoract

Dhydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin were administrated orally on
ethanol induced ulcer model in different dose levels. These two compounds presented
dose-dependent inhibition of ulcerative lesion index, with EDso values of 55,6 and 87,5
mg/Kg, respectively.

The previous treatment with indomethacin, a cyclooxygenase inhibitor, blocked the
antiulcerogenic activity of dihydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin on ethanol
induced ulcer model. These results suggest that the antiulcerogenic activity of these
compounds have a stréight relationship with an increase of prostaglandin synthesis.

This hypothesis was reinforced by the increase of adherent mucus on the gastric
mucosa produced when dihydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin were
administrated orally, on ethanol induced ulcer model. Since the mucus synthesis is
mediated by prostaglandins, the active substances could be acting by stimulating synthesis
of these autacoids.

Intraduodenal administration of dhydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin
on pylorus ligation model in rats, was adopted to evaluate gastric acid and pepsin secretion.
These substances did not modify the secretion volume. Only deoxyartemisinin reduced the
hydrogenionic concentration of gastric content. The peptic activity was increased in both
groups of animals, treated with dhydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin.

Dhydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin were evaluated in platelet
agregation and increased the ADP induced agregation. This activity was reverted with the
indomethacin presence.

The prostaglandin E; was quantified from gastric mucosa, in animals treated orally
wth dihydro-epideoxyarteannuin b and deoxyartemisinin, with and without previous
indomethacin treatment. In these experimetal conditions, only dhydro-epideoxyarteannuin

b produced an increase on production of prostaglandins.
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3.1. A contribui¢do das espécies vegetais para a terapéutica medicamentosa

A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € relatada ha mais de
cinco mil anos, em documentos escritos por. civilizagdes antigas da China, India e Oriente
Médio, porém esta importante atitude de buscar e descobrir novas formas de prevengao,
tratamento e cura das mais diferentes patologias, a partir de fontes naturais, constitui
indubitavelmente uma arte grandiosa, tdo antiga quanto a propria humanidade. Apos
séculos de utilizagdo empirica de preparagdes obtidas das proprias plantas medicinais ou de
seus preparados brutos, o isolamento de alguns principtos ativos como a morfina,
estricnina e quinina, no inicio do século XIX, marcou uma nova era e uma nova visio da
comunidade cientifica em relagdo a utilizagdo de plantas medicinais. Desta forma, foi
iniciada a pesquisa sistematica, com o objetivo de identificar quimica e
farmacologicamente os principios ativos naturais (HAMBURGER e HOSTETMANN,
1991).

Ao longo do tempo, como resultado desta pesquisa, varias substdncias foram
identificadas e forneceram grandes contribui¢bes para a terapéutica, podendo ser citados

alguns exemplos relevantes, como os glicosideos cardiotonicos obtidos da Digitalis
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purpurea L. e da Digitalis lanata Ehrh., utilizados até a atualidade, como farmacos de
escolha no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva. Além destes, sdo também
importantes a atropina e a escopolamina, alcaloides tropanicos, obtidos de "Afropa
belladonna L., com atividade parassimpatolitica e utilizados principailmente, como
antiespasmodicos, os alcaldides de Papaver somniferum L., representados pela morfina e
pela codeina, uteis como analgésicos de agdo central e antitussigenos e ainda, os
antimalaricos obtidos das cascas da Cinchona calisaya Weddell, representados pela
quinina e pela quinidina, sendo que esta ultima substincia, apresenta principalmente, uma

atividade antidisritmica sobre o coragdo (PEZZUTTO, 1997).

O interesse por praticas terapéuticas nao convencionais e por formas de tratamento
que utilizam os produtos naturais, especialmente os derivados de espécies vegetais, tem
crescido significativamente nos Gltimos anos. Este aumento de interesse pode ser explicado
pela ineficacia e ocorréncia de muitos efeitos colaterais decorrentes da utilizagdo de
recursos da medicina convencional e também, pela disseminagdo da informagido, ainda que
contestavel, de que os produtos naturais s30 menos nocivos e mais seguros a saude. Além
disto, grande parte da populagdo mundial, ndo tem acesso, por questdes financeiras, aos
medicamentos industrializados (BOULDIN et al,, 1999, RATES, 2001). De acordo a
Organizagdo Mundial da Satide, devido as condic;c“)e_s economicas desfavoraveis e
consequente falta de acesso as praticas médicas convencionais e aos sistemas de saide
governamentais, entre 65 e 80% da populag@o dos paises em desenvolvimento dependem
essencialmente das plantas medicinais para o cuidado primario a saide (AKERELE, 1998).

Outro fator que tem também contribuido para este aumento de interesse € a grande
eficicia clinica e consequente importancia de algumas substancias antitumorais obtidas de
plantas, como os alcaloides da vinca, denominados vincristina e vinblastina, extraidos da
espécie vegetal Catharanthus roseus G. Don e os compostos semi-sintéticos, denominados
tenoposida e etoposida, que sdo derivados da epipodofilotoxina, obtida de Podophylum
peltatum L. e que possuem como mecanismo de agdo antitumoral, a inibigdo da atividade
da enzima topoisomerase II (GRAGG e NEWMAN, 1999). Além destes, também deve ser
citado, como uma das principais descobertas cientificas relacionadas ao tratamento do
cincer até o momento, o diterpeno taxol, obtido das cascas de Taxus brevifolia Nutt. e
Taxus baccata L. Atualmente, estdo disponiveis dois de seus derivados semi-sintéticos,

denominados paclitaxel e docetaxel, que sdo utilizados em varios tipos de cdncer, com um
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mecanismo de agdo relacionado a estabilizagdo de microtiibulos envolvidos na mitose
celular. Adicionalmente, foram também descritos os compostos semi-sintéticos derivados
do alcaldide camptotecina, obtido de Camptotheca acuminata Descne, denominados
irinotecano e topotecano, cujo mecanismo de agdo € relacionado a inibi¢do da enzima
topoisomerase I. Portanto, o reino vegetal assumiu uma inguestionavel importancia na
terapéutica do cancer, sendo o responsavel, juntamente com Os miCroorganismes, por
fornecer a maior parte dos farmacos disponiveis (TOPLISS et al, 2002). Hi uma
estimativa de que cerca de 25% de todos os medicamentos comiercializados sdo direta ou
indiretamente, derivados de espécies vegetais superiores. Em casos particulares, como os
antitumorais e antimicrobianos, esta estimativa é incrementada, chegando a atingir 60%
dos medicamentos disponiveis e a grande maioria, daqueles que estdo sendo avaliados, nas
ultimas fases dos estudos clinicos (CALIXTO, 2000).

E importante ainda, citar a contribui¢io dos compostos que, apesar de possuirem
um potencial terapéutico limitado, foram utilizados como modelos moleculares para a
obten¢do de outros compostos, com vantagens terapéuticas. Como exemplo, pode ser
éitado o desenvolvimento do atractirio e de outros relaxantes musculares, a partir dos
alcaloides do curare, obtidos de Chondrodendron tometosum (WAIGH, 1988;
PHARMACUEUTICALS..., 1994). A sintese dos anestésicos locais do tipo amida,
utilizados na atualidade, também foi favorecida pela observagdo da relagdo entre a
estrutura quimica e a atividade farmacologica da cocaina, obtida de Erythroxylum coca
Lam. (CALATAYUD e GONZALEZ, 2003).

Este renovado interesse mundial nos produtos naturais, teve algumas consequéncias
importantes, sendo que varias empresas privadas e organizagdes governamentais, tém
instituido projetos de pesquisas nesta area. Na década de 70, nenhuma das 250 maiores
companhias do ramo farmacéutico do mundo, mantinham qualquer programa de pesquisa
na area de produtos naturais. Ja na década de 90, pelo menos metade delas ja tinham
introduzido este tipo de pesquisa como uma de suas prioridades (FELLOWS, 1995).

Desta forma, houve um crescimento nas pesquisas, evidenciado pelo grande avango
cientifico envolvendo os estudos agrondmicos, quimicos, farmacolégicos e toxicoldgicos
de plantas medicinais, que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas.
Como consequéncia, ocorreu também um aumento dos trabalhos cientificos publicados

nesta area, tanto em congressos, como em periddicos nacionais e internacionais, além do
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proprio surgimento de novos periodicos especificos sobre produtos naturais (CORDELL,
1995; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). '
Apesar de toda a pesquisa realizada e dos resultados obtidos, € importante
reconhecer que o potencial das plantas superiores como fonte de novas substancias ativas
permanece praticamente inexplorado. E estimada a presenga de, entre 250000 e 500000
espécies de plantas superiores sobre o planeta, sendo que somente uma pequena
porcentagem, entre 5 e 15%, ja foi investigada cientificamente, sendo importante ressaltar
a importante caracteristica de multidisciplinaridade, necessaria para o desenvolvimento
deste tipo de atividade cientifica (HAMBURGER e HOSTETMANN, 1991; GRAGG et
al, 1997). Estes dados demonstram que, as plantas medicinais ainda constituem uma
enorme e rica fonte de novas moléculas a serem exploradas terapeuticamente no futuro ou
ainda, como ferramentas em estudos biolégicos, para a elucidagdo de aspectos etiologicos

de determinadas patologias que ainda permanecem obscuros (LEWIS e HANSON, 1991).

Em relagdo a contribui¢do do reino vegetal para o tratamento das ulceras pépticas,
varios principios ativos tiveram sua atividade antiulcerogénica comprovada. Um dos mais
importantes, pertencente a classe das saponinas, € a carbenoxolona, obtida principalmente
dos rizomas de Glycyrrhiza glabra L. ou “alcaguz” e estando presente também, em varias
espécies do género Abrus. Seu mecanismo de agao foi muito estudado e além de inibir a
secre¢do de pepsina, esta relacionado ao aumento do conteido de prostaglandinas na
mucosa gastrica, por inibir as enzimas que promovem o seu catabolismo, denominadas 15-
hidroxi-PG-dehidrogenase e A"-PG-redutase (LEWIS et al, 1991). Esta substincia
também promove a proliferagé@o e a inibigdao da exfoliggo celulares, no sentido de manter a
integridade da mucosa gastrica (BORRELLI e IZZO, 2000).

Em adigdo, praticamente todas as classes de principios ativos naturais ja foram
estudadas quimica e farmacologicamente, tendo sido identificados varios representantes
com atividade antiulcerogénica, por meio de mecanismos de agdo bastante distintos. Para
exemplificar, podem ser citados os flavonoides, com agdes diversas que incluem a
diminui¢do da liberagdo de histamina no estdmago, o aumento de prostaglandinas, a
inibigdo da histidina decarboxilase e até mesmo, a inibigdo do crescimento da bactéria
Helicobacter pylori. E ainda os taninos, que pela sua propriedade adstringente, em contato
com a mucosa gastrica, promovem uma diminui¢do de sua permeabilidade e

consequentemente, do contato com agentes agressores (BORRELLI e IZZO, 2000).
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No CPQBA/UNICAMP, foram desenvolvidos nos Gltimos anos, diversos trabalhos
multidisciplinares, que envolvem a atividade antiulcerogénica de espécies vegetais, com
base em informagGes etnoboténicas. A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida
popularmente como “alecrim”, tem a sua atividade antiulcerogénica provavelmente
relacionada aos principios ativos naturais com atividade antioxidante (DIAS et al., 2000).
Além desta, também foram investigadas a Maytenus ilicifolia Martius, conhecida por
“espinheira santa” (QUEIROGA et al., 2001), algumas espécies do género Eremanthus,
conhecidas popularmente por “candeia”, cuja atividade antiulcerogénica parece ser devida
a presenga de alfa-bisabolol (NOGUEIRA, 2000), e Mikania laevigata Shultz Bip., ou
“guaco”, cuja atividade parece estar relacionada & presencga de cumarinas, que interferem
com o controle da secregd@o acida gastrica (BIGHETTI, 1999).

A Artemisia annua L., investigada neste trabalho, desenvolvido nos ultimos dez
anos, teve a sua atividade antiulcerogénica detectada, provavelmente devido a presenca de
lactonas sesquiterpénicas, que parecem aumentar o conteido de prostaglandinas na
mucosa gastrica (DIAS, 1997, DIAS et al., 2001; FOGLIO et al., 2002).

Outras espécies do género Arfemisia tém sido estudadas e possuem indicagdes para
a utilizagdo em doengas gastrointestinais. Uma delas, a Artemisia douglasiana Besser,
conhecida popularmente na Argentina como “matico”, € utilizada pela populagdo local no
tratamento de tlceras gastricas. O extrato aquoso obtido das partes aéreas, foi avaliado em
alguns modelos experimentais, apresentando atividade antiulcerogénica, devido a presenga
de uma lactona sesquiterpénica do grupo das guaianolidas, denominada dehidroleucodina
(GIORDANO et al., 1990). O mecanismo de agdo antiuloerogénicﬁ desta substancia parece
estar relacionado com uma interferéncia sobre os fatores citoprotetores da mucosa gastrica,
representados pelas prostaglandinas, que promovem um aumento da produgdo de muco
gastroprotetor aderido @ mucosa e pelas substidncias sulfidrilicas ndo proteicas, que
possuem atividade antioxidante (GUARDIA et al., 1994). A propria dehidroleucodina e em
maior intensidade, os extratos brutos da referida espécie vegetal, apresentam atividade
antioxidante, que pode também justificar a a¢do antiulcerogénica observada quando a

espécie € utilizada na sua forma bruta (REPETTO e LLESUY, 2002).

As lactonas sesquiterpénicas sao metabodlitos secundarios produzidos por varias
espécies vegetais, pertencentes a varias familias, incluindo a Asteraceae. Varios compostos

desta classe apresentam diferentes atividades biologicas, alguns dos quais sdo de grande
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interesse para a terapéutica. Os efeitos das lactonas sesquiterpénicas sdo devidos
principalmente & capacidade destes compostos em inibir a atividade de enzimas e outras
proteinas funcionais em células vivas. Estes efeitos sio mediados por meio de um
mecanismo quimico comum, que envolve a formagdo de liga¢des covalentes com residuos
livres de cisteinil. Muitas das lactonas sesquiterpénicas ja estudadas reagem com tiois de
baixo peso molecular presentes nas células, tais como a cisteina e a glutationa. Para isto,
ocorre uma adi¢do de Michael, do enxofre pertencente ao grupamento tiol, aos elementos
estruturais o, insaturados das lactonas sesquiterpénicas (TORNHAMRE et al., 2001).

Como exemplo desta classe de metabolitos vegetais ativos, a helenalina e seus
compostos correlatos, présentes em espécies da familia Asteraceae, incluindo a Arnica
montana L., sdo capazes de reduzir o edema de pata provocado por carragenina € a artrite
induzida em ratos. Além disto, inibem a migragdo leucocitiaria e a quimiotaxia,
possivelmente por inibir a fosfolipase A; (SCHRODER, 1990) e também parecem inibir a
sintese de leucotrienos em plaquetas, especialmente o leucotrieno Cy, 0 que também pode
influenciar na sua atividade antiinflamatoria (TORNHAMRE et al., 2001).

Outras lactonas sesquiterpénicas, obtidas da espécie Anthemis altissima L., também
pertencente a familia Asteraceae, apresentaram atividade antimicrobiana sobre o
Helicobacter pylori, bactéria que coloniza a mucosa gastrica, sendo a responsavel pela
maioria dos casos de gastrite e Ulceras pépticas, que podem até mesmo, em casos mais

extremos, evoluir para uma neoplasia (KONSTANTINOPOULOU et al., 2003).

Apesar do progresso cientifico atingido pela quimica farmacéutica e pela
farmacologia, 0 que acarretou no desenvolvimento e na produgdo de farmacos efetivos e
seguros para o tratamento dos disturbios acido-pépticos, o reino vegetal constitui
certamente uma fonte importante de novos compostos quimicos a serem utilizados no
desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos ou como fitofarmacos isolados.
Ainda existe a possibilidade, dos produtos naturais serem empregados de forma alternativa,
como simples adjuntos na dieta, a serem utilizados conjuntamente com a terapia
convencional, ou ainda de forma preventiva ao aparecimento dos distirbios acido-pépticos
(BORRELI e 1ZZO, 2000).
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3.2. A Artemisia annua L.

A Artemisia annua L., espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae, € nativa de
da China, onde é conhecida por “ginghao”, ocorrendo naturalmente, como parte da
vegetagdo do tipo estepe, na regido norte das provincias de Chahar e Suiyan. Atualmente,
esta presente em varios paises, como Australia, Argentina, Bulgaria, Fran¢a, Hungria,
Italia, Espanha e Estados Unidos (DI-IINGR.A et al., 2000).

Esta espécie vegetal apresenta uma utilizagdo terapéutica milenar pela medicina
tradicional chinesa, sendo indicada para o tratamento de resfriados, febres e malaria. O
primeiro relato de uti]izag:ﬁo dos extratos de Artemisia annua L. datam do ano de 167 aC
no documento intitulado “Recipes for Fifty Two Prescriptions”, encontrado nos timulos da
Dinastia Mawangdui Han, que recomendava seu uso para o tratamento de hemorroidas. Na
sequéncia, o uso dos extratos ‘para o tratamento de varios tipos de febres incluindo a
malaria, foi relatado em Zhouhou Beiji Fang, “The Handbook of Prescriptions for

Emergencies”, editado no século IV por Ge Hong (DHINGRA et al., 1999).

A malaria é uma doenga que acomete principalmente as regides tropicais e
apresenta, como agentes etiologicos, quatro espécies diferentes de protozoérios, que
correspondem ao Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e
Plasmodium falciparum, sendo que este Ultimo, possui maior relevincia clinica Estes
parasitas sdo transmitidos ao ser humano por fémeas de mosquitos anofelinos, que
funcionam como vetores, pertencentes a mais de cinquenta espécies (KUMAR, 2002).

Cerca de 40% da populagdo mundial apresenta risco significativo de contrair a
malaria. Anvalmente, cerca de 250 milhdes de pessoas contraem a doenga e mais de 1,5
milhGes delas, sendo a maioria composta por criangas africanas, morrem, vitimas desta
doenga. Em pacientes com malaria grave e complicada, a mortalidade atinge entre 20 e
50% dos casos (BALINT, 2001). No Brasil, de acordo com o Anuério Estatistico de Saide,
editado pelo Ministério da Saide, dentre as doengas de notificagdo compulsodria, a malaria
atingiu valores de incidéncia bastante elevados, com 471.892, 637.472 e 615.245 casos
notificados em 1998, 1999 e 2000, respectivamente, tornando-se portanto aquela de maior

incidéncia, seguida pela dengue (ANUARIO ESTATISTICO DE SAUDE DO BRASIL,
2001).
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Além da alta incidéncia da doenga, outra questdo preocupante € referente a
ocormréncia de altos indices de resisténcia dos parasitas aos antimalaricos convencionais,
havendo portanto, uma necessidade do desenvolvimento de novos farmacos com alvos de
acdo diferentes, que sejam uteis nos casos resisténcia (BALINT, 2001, OLLIARO, 2001).

' Como resultado de uma pesquisa iniciada na década de 60 por pesquisadores
chineses, a artemisinina ou “qinghaosu” (figura 1) responsavel pela atividade antimalarica
foi isolada em 1972 e em 1979, teve sua’estrutura molecular definida (KLAYMAN, 1985).
Esta substancia’ é uma lactona sesquiterpénica, contendo um grupamento endoperoxido,
que parece ser essencial a sua atividade contra o esquizonticida (CHINA COOPERATIVE
RESEARCH GROUP, 1982). A artemisinina faz parte de uma nova classe de
antimalaricos que s3o efetivos contra o Plasmodium resistente a multiplas drogas e por esta
razio, é considerada de grande importancia na abordagem terapéutica atual desta doenga,

sendo utilizada muitas vezes de forma combinada, principalmente com a mefloquina
(BALINT, 2001).

weardn it
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0

FIGURA 1: Estrutura molecular da artemisinina

A artemisinina e seus derivados apresentam atividade em todos os estagios do ciclo
de vida do parasita, promovendo uma rapida redugdo da parasitemia, logo apds a
administragdo. O mecanismo desta agdo parece envolver duas etapas, sendo que a primeira
compreende uma quebra dependente de ferro, da ponte endoperéxido para a geragdo de um
radical livre instavel e ou espécies eletrofilicas. A segunda etapa envolve a formagdo de
aductos covalentes entre o farmaco e proteinas do parasita. Os Plasmodium siao
multiplicados dentro dos eritrocitos do hospedeiros, e que esta multiplicagdo € dependente

de um grupamento heme presente na hemoglobina. A artemisinina age sobre estes
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grupamentos heme formando complexos com o grupamento peroxido tornando-os
indisponiveis para o parasita e interferindo, consequentemente de forma negativa, com seu
ciclo de vida (DHINGRA et al.; 1999, BALINT, 2001).

Apesar da importancia da artemisinina, foram desenvolvidos alguns derivados
semi-sintéticos com a manutengdo do grupamento endoperéxido, considerados de primeira
gerag¢do, com a finalidade de alterar ou mesmo otimizair algumas caracteristicas fisico-
quimicas e farmacocinéticas. Estes compostos correspondem 2 dihidroartemisinina e aos
profarmacos arteméter, arteéter e artesunato de sodio, que s3o biotransformados em
dihidroartemisinina. O acido artelinico, demonstrou atingir maior concentragdo plasmatica,
maior capacidade de ligagio com as hemacias e menor toxicidade que os outros derivados
de primeira geragdo. Atualmente, estdo sendo estudados outros derivados que vém sendo
considerados endoperoxidos semi-sintéticos de segunda geragdo, sempre com o objetivo de
obten¢do de vantagens, podendo ser citados como exemplos, os analogos da
azaartemisinina, da classe das lactamas, mais estaveis em ambientes acidicos como o
estdmago e de acordo com alguns estudos preliminares, bem mais eficazes no tratamento
da malaria que aqueles considerados de primeira geragdo (BORSTNIK et al., 2002).

Segundo OLLIARO (2001), é importante ressaltar que nao ha relatos de resisténcia
adquirida pelo parasita a artemisinina e seus derivados, nem de casos de falha terapéutica
relacionada & diminuigdo da sensibilidade, ressaltando portanto, a necessidade da

promogao de sua utilizagdo estritamente racional.

Além da pesquisa direcionada para o tratamento da maléria, a Artemisia annua L.
também tem sido estudada em relag@o a outras atividades farmacologicas. O o6leo essencial
da espécie e o extrato bruto etandlico, apresentaram atividade depressora do sistema
nervoso central, aumentando o tempo de laténcia para o aparecimento das convulsdes
induzidas por picrotoxina e pilocarpina e prevenindo, aquelas provocadas pelo
pentilenotetrazol e pela estricnina em ratos (PERAZZO et al,, 2003). Este dleo essencial,
também produziu uma atividade antimicrobiana, sobre algumas bactérias e fungos e ainda,
atividade antioxidante, avaliadas em modelos in vitro (JUTEAU et al.,, 2002). Ainda em
relagdo & atividade antimicrobiana, fragoes semipurificadas, enriquecidas nos flavonois
crisosplenol-D e crisoplenetina, potencializaram a pequena atividade antimicrobiana da
berberina contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus, possivelmente por inibigdo da

bomba que confere a bactéria, a resisténcia a multiplas drogas. Estes dois flavondis
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parecem também, potencializar a atividade da artemisinina contra o Plasmodium
Jalciparum (STERMITZ et al., 2002).

' A artemisinina e alguns de seus derivados semi-sintéticos, como o artesunato de
sodio e a dihidroartemisinina também apresentaram uma atividade antitumoral, inibindo o
crescimeﬁto de células tumorais de pulmado, prostata, melanoma, rim, sistema nervoso
central, incluindo diversos tipos de células resistentes as terapias convencionais, além de
inibirem também o crescimento tumoral in vivo, em ratos e camundongos. Esta atividade
pode estar relacionada com o efeito antiangiogénico, impedindo, portanto a proliferagio de
células endoteliais que resulta na formagdo de novos vasos sanguineos, que sdo

imprescindiveis para a nutrigdo e o crescimento tumorais (CHEN et al, 2003).

3.3. A Ulcera Péptica e seus Aspectos Fisiopatolégicos

A camada mucosa do estdmago e do duodeno € constantemente exposta a agdo do
acido cloridrico e da pepsina. Em condi¢des normais, esta mucosa possui mecanismos que
a defendem da autodigestdo causada por estes agentes, além de protegé-la também contra
fatores agressivos exdgenos, como o estresse, a hiperosmolaridade dos alimentos e ainda a

ingestdo de etanol e drogas antiinflamatorias (ALLEN et al. 1993).

A secregdo acida gastrica € controlada por mecanismos complexos e interativos que
atuam no sistema nervoso central e também nos ambitos periférico e celular. No sistema
nervos central, algumas regides como o nicleo motor dorsal do nervo vago, o hipotalamo e
o nucleo do trato solitario, sdo responsaveis por este processo. As fibras eferentes
originadas no nucleo motor dorsal do nervo vago descem até o estomago e realizam
sinapses com as células ganglionares do sistema nervoso entérico. O sistema nervoso
central modula portanto, a atividade do sistema nervoso entérico, sendo a acetilcolina o seu
principal neurotransmissor. Este sistema é considerado como o principal contribuinte para
o inicio da secregdo acida, desencadeado pela denominada fase cefalica, que ocorre em
resposta aos estimulos visuais, olfatérios e gustativos, relacionados a antecipag@o e ao

contato propriamente dito com alimentos (HOOGERWERF e PASRICHA, 2003).
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Ainda nas regides do sistema nervoso central, existem grande nimero de receptores
para substdncias pertencentes a familia dos polipeptideos pancreaticos, que égem
estimulando a secre¢do 4cida gastrica. Recentemente, foi demonstrada também, a
parti(:ipat;ﬁo do horménio liberador de tirotropina, .estimulando esta secregdo,
especificamente no nucleo motor dorsal do nervo vago. Existem outras substincias
endogenas de a¢do também central, que agem de maneira inibitoria sobre a seﬁreg:ﬁo acida,

como a interleucina 1, a neurotensina e a dopamina (SCHUBERT, 1994; ATHARA et al,,
2003; SCHBERT, 2003).

Os principais agentes estimulantes periféricos da secregdo acida gastrica, sdo a
histamina e a gastrina, como agentes paracrinos e endocrinos, respectivamente, € a
acetilcolina, como neurotransmissor. O principal agente inibidor, corresponde a
somatostatina (LEHMANN et al., 2003).

A histamina € considerada como a principal substancia responsavel pela
estimulagdo da secregdo acida gastrica. No estdmago, esta substdncia € estocada nas
células similes de enterocromafins, localizadas na vizinhanga das células parietais. A
histamina promove uma estimulagdo direta da célula parietal por meio da interagao com
receptores do tipo H,, presentes nestas células, que utilizam o AMP ciclico como segundo
mensageiro intracelular e indiretamente, por meio do receptor do tipo Hs, presente nas
células D, cuja ativagdo, promove a inibigdo da secregdo de somatostatina (SCHUBERT,
2000).

Ja foi identificado também, o receptor Hs, mas ainda ndo foi definido se existe ou
nao uma interferéncia deste receptor na regulagdo da secregao acida, pois 0 mesmo
interage também com os ligantes para Hs, necessitando, para o entendimento exato de sua

fungdo, do desenvolvimento de agonistas e antagonistas seletivos (SCHUBERT, 2003).

A acetilcolina, € liberada das terminagdes parassimpaticas pos sinapticas e age em
receptores muscarinicos que utilizam o ion calcio como segundo mensageiro intracelular.
A acgdo estimulatoria direta sobre as células parietais ocorre por meio da interagdo da
acetilcolina com receptores do tipo Ms. Este neurotransmissor atua também sobre
feceptores do tipo M; localizados nas células similes de enterocromafins, promovendo a
secre¢do de histamina e estimulando de forma indireta, a secregao acida. Ha evidéncias de

que a acetilcolina também inibe a secre¢do de somatostatina, um dos principais agentes
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inibitorios da secregdo acida gastrica (BAROCELLI e BALLABENI, 2003; LEHMANN et
al., 2003).

A géstn'na ¢ liberada na corrente circulatoria pelas células G, presentes no antro
gastrico, por estimulos fisiologicos relacionados a ingestdo de alimentos. Esta substincia
também estimula a secregdo 4cida por agir diretamente na célula parietal e ainda, por
estimular a liberagdo de histamina das células similes de enterocromafins. Esta Gltima agdo
€ decorrente da agdo da gastrina na ‘Estimulagﬁo da enzima histidina decarboxilase,
responsavel pela sintese de histamina e também pelo aumento do RNA mensageiro, que
carrega a mensagem desencadeadora da sintese desta enzima, Todas as agdes mencionadas
s3o mediadas por receptores da familia gastrina/colecistocinina do tipo CCKj, que também

utilizam o ion calcio como segundo mensageiro intracelular (SCHUBERT, 2000).

Além da gastrina, outros peptideos podem influenciar a secreg@io acida gastrica. A
enterocromafins inibindo a liberag@o de histamina e também, de forma direta sobre a célula
parietal, sendo ambas as a¢des, mediadas por receptores do tipo SST». A galanina, liberada
pelos neurdnios do sistema nervoso entérico, também inibe a liberagdo de histamina pelas
células similes de enterocromafins, diminuindo a secre¢io acida gastrica. Outro peptideo,
denominado peptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria ou PACAP, € liberado por
neurdnios do plexo mioentérico, interagindo com canais de calcio voltagem dependentes
do tipo L, estimulando a sintese e secreg@o de histamina a partir das células similes de

enterocromafins por meio da interagdo com receptores seletivos do tipo PAC] (SACHS et
al.,, 2002, SCHUBERT, 2000).

O controle intracelular da secre¢do acida é dado pela atividade da H', K™ ATPase,
presente nas células parietais. Esta enzima promove a troca de jons H' e K7, resultando no
maior gradiente ionico conhecido dentre os vertebrados, com pH intracelular de
aproximadamente 7,3 e um pH intracanalicular de cerca de 0,8. A H', K" ATPase é
composta pela subunidade o, responsavel pela atividade catalitica e pela subunidade B,
aparentemente com a fungdo de estabilizagdo da subunidade a (HIRSCHOWITZ et al.,
1995). Nas células parietais em repouso, esta enzima € estocada em tubovesiculas, que na
ocorréncia de estimulo por diferentes secretagogos, fundem com a membrana apical dos

canaliculos da célula parietal, iniciando a liberagdo do acido cloridrico. Quando o estimulo
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¢ cessado, as enzimas s3ao recicladas novamente para o compartimento citoplasmatico
(SCHUBERT, 2003).

Ainda em relagdo ao processo secretorio, € importante ressaltar a fungio das células
principais, presentes no corpo e fundo do estdmago e que secretam os pepsinogénios,
proteinas classificadas como endopeptidases, pertencentes ao grupo das proteinases
asparticas. Estas proteinas consistem de uma unica cadeia polipeptidica com peso
molecular de aproximadamente 42000 Da. Nas células em repouso, 0s pepsinogénios sio
armazenados em granulos, os quais inibem a sintese. Apos estimulos fisiologicos ou
quimicos externos, os pepsinogénios sdo secretados no limen estomacal. Nesta situagdo,
em valores de pH abaixo de 5, s3o convertidos pela agdo do 4cido cloridrico, na enzima
correspondente, denominada pepsina, relacionada com a digestdo de proteinas no estdmago
e também com a fisiopatologia da ulcera péptica. Os mecanismos estimuladores da
secrecdo do pepsinogénio parecem incluir principalmente duas grandes vias, uma delas,
considerada mais eficiente, envolvendo o aumento de AMP ciclico e a outra, modificagdes
nas concentragdes intracelulares do ion calcio. A ativagdo da proteina quinase C também

parece estar envolvida no processo regulatério (GRITTI et al., 2000).

Além do controle da secregdo acida, a integridade da mucosa gastrica requer a
presenca de prostaglandinas, principalmente a prostaglandina E; (PGE;) e a prostaciclina
(PGI,). Estas substancias sdo sintetizadas a partir do &cido araquiddnico, por todas células
nucleadas do organismo, alcangando as maiores concentragdes na mucosa gastrica. O acido
araquidonico é liberado das membranas celulares, podendo, dentre outras possibilidades,
seguir a via da ciclooxigenase (COX, prostaglandina endoperdxido sintase) para ser
transformado em prostaglandinas Esta enzima ocorre no organismo em duas isoformas,
sendo a COX-1 considerada constitutiva, participando de processos fisiologicos e a2 COX-
2, considerada induzivel, estando presente em tecidos que apresentam lesdes inflamatorias
(ATAY et al., 2000).

Estas substancias sdo capazes de inibir a secre¢do acida, além de estimular a
secre¢do de bicarbonato e muco protetor aderido @ mucosa gastrica. Promovem também
uma inibi¢ao da migragdo e ativa¢@o leucocitarias e diminui¢@o da adesdo destas células ao
endotélio e ainda, um aumento do fluxo sanguineo da mucosa gastrica, prevenindo a
isquemia e otimizando, desta forma, a oferta de nutrientes e remog¢do de metabolitos

toxicos para as células (ATAY ET al., 2000).
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Os receptores especificos para as prostaglandinas, foram recentemente
caracterizados, sendo que os mesmos apresentam sete dominios transmembrana comuns a
familia de receptores acoplados a proteina G. Séo divididos em subtipos de acordo com a
especificidade que apresentam pelos diferentes tipos de prostaglandinas e sio relacionados
a diferentes vias de transdugdo de sinal (EBEHART e DUBOIS, 1995).

Os receptores para a prostaglandina E,, de tdo grande importéncia para a mucosa
gastrica, sio denominados EP,, EP,, EP; e EPs, sendo que os receptores EP; promovem
aumento da concentragdo do calcio intracelular, EP, e EP4 estimulam a adenilato. ciclase,

com consequente aumento da concentragdo de AMP ciclico e EP3, inibe esta mesma
enzima (ICHIKAWA et al., 1996).

As prostaglandinas, de maneira geral, inibem a secre¢do acida gastrica, mas seus
principais efeitos protetores sobre a mucosa, envolvem fatores nd3o relacionados ao
controle secretorio, que no seu conjunto sdo denominados citoprotetores (ROBERT, 1979).

Estas substdncias sdo capazes de aumentar a secre¢do de muco e bicarbonato e
também, de aumentar o fluxo sanguineo da mucosa, 0 que tem como consequéncia, uma
maior oferta de oxigénio e nutrientes e a mais rapida remogao de metabélitos ou produtos
exodgenos toxicos na mucosa. Além disto, inibem a migragdo e a ativagao de algumas
células inflamatoérias (ATAY et al., 2000).

O muco é um importante fator citoprotetor, que consiste numa camada de gel sobre
a mucosa, viscoso e elastico, que é formada por 95% de 4agua e 5% de glicoproteinas de
alto peso molecular. Os componentes ndo proteicos incluem a imunoglobulina A (IgA),
lisosima, lactoferrina, lipideos, polissacarideos e espécies idnicas. Sua fungdo ¢
basicamente, de conferir uma barreira fisica contra moléculas téxicas e microorganismos.
O muco também possui a capacidade de reter o bicarbonato liberado no limen,
neutralizando o 4cido cloridrico, antes que o mesmo seja difundido pela mucosa, além de
funcionar também como antioxidante, impedindo a lesdo causada pelos radicais livres.
Todos estes efeitos dependem da constituicdo do muco e da quantidade ou espessura da
camada que recobre a mucosa (PENISSI e PIEZZI, 1999; REPETTO e LLESUY, 2002).

A secre¢do de bicarbonato pela células epiteliais da superficie da mucosa gastrica €
um dos principais mecanismos de defesa da mucosa contra o acido cloridrico. O muco
aderido a superficie luminal da mucosa proporciona uma zona de baixa turbuléncia,

permitindo o desenvolvimento de gradiente para o bicarbonato a partir do lado luminal.
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Pequenas quantidades de bicarbonato protegem a mucosa contra grandes quantidades de
acido cloridrico por neutralizar os ions H' que se difundem para dentro da mucosa, através
da camada de muco. Apesar da secre¢do de bicarbonato ser regulada pelas prostaglandinas
e por outros fatores neuro-humorais, as prostaglandinas enddgenas sdo particularmente
importantes no controle local desta secre¢do. Em experimentos realizados em animais, foi
observado que a secregdo de bicarbonato no estdmago € estimulada pela PGE; via
receptores do tipo EP;, enquanto que no’duodeno, a estimulagio ¢ dada via receptores EP;
(TAKEUCHI et al. 1999).

Além do controle fisiologico da integridade celular da mucosa, as prostaglandinas
estio envolvidas na cura e na recurréncia das tlceras pépticas. A deficiéncia de
prostaglandinas retarda a cura dos processos ulcerosos, por interferir com a angiogénese,
inibi¢do da proliferagdo celular, da reconstrugdo da matriz extracelular e da produczo de
muco, e aumento do nimero de células inflamatoérias no local da lesdo (ARAKAWA et al,,
1998).

A prostaglandina E; estimula a expressdo genética do fator de crescimento
transformador B1 (TGFB1), envolvido na reconstru¢do da matriz extracelular e aumenta a
produgio fator de crescimento de hepatocitos (HGF) em fibroblastos gastricos, um dos
mais potentes agentes estimulantes do reparo epitelial (TAKAHASHI et al, 1996;
ARAKAWA et al., 1998). .

Em lesdes ulcerativas induzidas experimentalmente, por etanol. farmacos
antiinflamatérios ndo esteroidais e estresse, ocorre a participagdo de leucocitos ativados
que liberam mediadores inflamatorios que causam danos & mucosa, como a elastase
granulocitica, radicais livres e o fator de necrose tumoral (TNF-at). As prostaglandinas E, e
E; e a prostaciclina (PGly), inibem a produgdo do TNF-o¢ em monocitos e mais
especificamente a PGI, e seu analogo iloprost, inibem a ativagdo de neutrofilos. Ambas as
agOes sdo mediadas por meio de um aumento do AMP ciclico. (HARADA et al., 1999).

A sintese de prostaglandinas esta aumentada nas margens das ulceras induzidas
experimentalmente pelo acido acético em animais e que estdo em processo de cicatrizagao.
Nestas regides, foi verificado que, dentre as duas isoformas da ciclooxigenase, 2 COX-2
tem a sua expressao genética aumentada. O envolvimento da COX-2 na cura das ulceras €
reforgado também pela observagao de que os seus inibidores seletivos, como o rofecoxib e

o celecoxib, retardam este processo (MIZUNO et al., 1997).
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Outro elemento que contribui com a citoprote¢do da mucosa gastrica é o oxido
nitrico, uma molécula simples, que desempenha diferentes fungdes no organismo e é
produzido a partir da L-arginina pela ativagdo da NO sintase, 'que por sua vez, apresenta
trés isoformas. Duas delas sdo consideradas constitutivas, participando de respostas
fisiologicas e s3o classificadas como NO sintase neuronal e endotelial, de acordo com a
respectiva localizagdo. A outra isoforma € considerada induzivel, sendo produzida por
macrofagos presentes em tecidos inflamados (XIE et al., 1992).

No trato gastrointestinal, o o6xido nitrico € considerado o mais importante
neurotransmissor nao colinérgico e ndo adrenérgico (NANC). E liberado, por estimulagio
vagal, pelos neurbnios do plexo mioentérico, promovendo o reflexo de acomodagdo, que
permite ao estdmago, receber um grande volume de alimento, com apenas um pequeno
aumento da pressao interna. Este reflexo € diminuido em pacientes portadores de
dispepsias (TAKAHASHI et al., 2003). Ja o 6xido nitrico formado no endotélio vascular €
capaz de promover intensa vasodilatagdo, com consequente aumento do fluxo sanguineo na
mucosa, 0 que auxilia na manutengdo de sua integridade, por permitir uma maior oferta de
oxigénio e nutrientes e ainda, por facilitar a remogao de substancias toxicas (KONTUREK
et al., 1995). Além destes efeitos, foi verificado em alguns ensaios in vifro, que o oxido
nitrico € capaz de aumentar o contetido de prostaglandinas na mucosa gastrica, por meio da

estimulagdo da ciclooxigenase (ATAY et al., 2000).

A formag3o de radicais livres, decorrentes do metabolismo do 4cido araquidénico,
plaquetas, macrofagos e células musculares lisas, pode causar lesdo tecidual. A mucosa
gastrica possui uma alta concentragdo de tidis, como glutationa reduzida, o principal
componente do grupo das substancias sulfidrilicas ndo proteicas endogenas. Estas
substancias sao capazes de efetuar ligagdes com estes radicais livres gerados, impedindo a
sua agdo nociva sobre a mucosa, funcionando portanto, como antioxidantes. Qutra hipotese
que também explica a agdo citoprotetora destas substancias, corresponde ao aumento da
sintese de prostaglandinas e ainda, a diminui¢ao da sua degradagdo (SZABO, 1981).A
preven¢do 2o aumento da permeabilidade microvascular, fator patogénico inicial no
desenvolvimento de ulceras induzidas por etanol e a inibigdo da motilidade gastrointestinal

também parecem estar envolvidos (TAKEUCHI et al., 1989).

23



Introdugdo

Em conclus@o, sdo varios os mecanismos que controlam a secregdo acida e a
integridade da mucosa gastrica, sendo que as tlceras pépticas sdo causadas pela quebra do
~ balango existente entre os mecanismos citoprotetores e os agentes agressivos. Na
ocorréncia de uma quebra do balango existente entre os fatores agressivos enddgenos,
representados pelo acido cloridrico e pela pepsina e exdgenos, representados
principalmente pelo uso de drogas antiinflamatorias ndo esteroidais, pelo alcoolismo,
tabagismo e pelo estresse, e os fatores de defesa da mucosa, pode ocorrer, dentre outras
patologias, o aparecimento da tlcera gastrica, que é considerada como um dos distirbios
acido-pépticos mais importantes (BORRELI e 1ZZO, 2000).

Varios fatores interferem na patogénese desta doenga, incluindo o aumento da
massa das células parietais, secregdo acida pds prandial e da liberagdo de gastrina, a
hipersensibilidade aos secretagogos, fatores genéticos e ambientais, como o fumo, as

bebidas alcodlicas, o estresse e as infecgdes bacterianas (GRAHAM, 1989).

A historica descoberta sobre a presenga da bactéria Gram negativa Helicobacter
pylori no estdbmago de pacientes com gastrite cronica, foi considerada um importante
evento em relagdo ao perfeito entendimento referente a patogénese da ulcera peptica
(WARREN e MARSHALL, 1983)

Este agente é atualmente considerado como talvez, o mais importante fator
agressivo no desenvolvimento da doenga ulcerosa gastrica. Em grande parte dos estudos
realizados, o Helicobacter pylori foi identificado em cerca de 70% dos pacientes com
gastrite cronica e tulcera gastrica e em 90% daqueles com tlcera duodenal. E ainda, em
20% de pacientes sadios assintomaticos, podendo ocorrer variagdes. Este microorganismo
¢ também considerado um dos principais responsaveis pela recorréncia de ulceras gastricas
ja tratadas (PAKODI et al., 2000).

Esta bactéria acido sensivel, consegue sobreviver no ambiente gastrico por possuir
a enzima urease, que catalisa a formagao de amoénia a partir da uréia captada da mucosa, o
que confere um microambiente com pH proximo a neutralidade em seu redor (SCOTT et
al., 2000).

O mecanismo de ulcerogénese utilizado pelo Helicobacter pylori nao é totalmente
conhecido. Este microorganismo € capaz de sintetizar varias enzimas, incluindo a urease,
catalase, proteases, lipases, fosfolipases e desidrogenase alcoolica, que promovem danos a

mucosa. Além disto, produzem também diversas citocinas, incluindo uma citocina
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vacuolizante de 87 KDa, que € expressa em 65% das linhagens da bactéria e promove
vacuolizagdo em células eucariéticas (PAKODI et al., 2000).'

Além disto, a infecg@o pela bactéria promove um aumento da sintese de diversos
mediadores do processo inflamatério como o fator ativador de plaquetas, que promove
agregacdo plaquetaria junto 4 microcirculago gastrica, leucotrieno By e interleucinas 6 e 8.
Ocorre também, um aumento da ativagdo de neutréfilos com consequente geragao de
radicais livres, estimulagdo da secregdo de pepsinogénio e de histamina das células similes
de enterocromafins, uma redugdo da hidrofobicidade da mucosa e da produgdo do muco
protetor (PAKODI et al., 2000).

Outro fator que pode estar associado s lesdes gastricas produzidas pela infecgdo
por Helicobacter pylori, é o aumento da secregdo de gastrina das células G e a diminuiggo
da somatostatina, que conjuntamente promovem uma hiperacidez gastrica (SCHUBERT,
1994).

A evolugdo da doenca causada pelo Helicobacter pylori pode ter como
consequéncia, o aparecimento de cancer gastrico, como indicado pela Organizagio
Mundial da Satde em 1994. Ha um consenso de que, a gastrite atrofica cronica causada
por este microorganismo € o maior precursor do cancer gastrico (FORMAN e GRAHAM,
2004). A inflamagdo cronica causada Pelo  Helicobacter pylori ativa o sistema
imunoldgico, gerando radicais livres que podem causar danos ao DNA. Alteragdes nos
mecanismos de reparo tecidual e a secre¢do de citocinas e fatores de crescimento, bem
como moléculas efetoras da propria bactéria, causam distirbios no balango entre
proliferagdo epitelial e apoptose, promovem o acimulo de mutagdes genéticas

potencialmente oncogénicas e ainda, auxiliam na neovascularizagdo do tumor
(NORMARK et al., 2003).
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34 A Ulcera Péptica e seus Alvos Terapéuticos

A partir da segﬁnda metade do século XX, o tratamento das ulceras pépticas passou
por grandes modificagdes e progressos. Em tempos bastante remotos, os individuos
acometidos por esta doenga, ingeriam conchas marinhas moidas para o alivio dos sintomas.
A presenga do carbonato de calcio, que neutraliza o acido gastrico, justifica esta utilizagdo
popular. Na sequéncia, foram desenvolvidos alguns antiacidos como o bicarbonato de
sodio e os hidréxidos de aluminio e magnésio, que alivianmi os sintomas, mas s0 pouco
utilizados na terapéutica atual, principalmente pela baixa duragéo de efeito. Para aumentar
esta duragdo, foram adﬁuinistrados juntamente com os antidcidos, alguns agentes
anticolinérgicos, que além de inibirem secrecdo 4cida, sdo capazes de diminuir o
peristaltismo, aumentando consequentemente, o tempo de retengdo destes antiacidos no
estomago. Esta utilizagdo possui limitagGes devido aos efeitos colaterais que surgem
devido a atividade parassimpatolitica geral. Antagonistas seletivos dos receptores M;,
como a pirenzepina, e a terenzepina, possuem ainda uma pequena utilizagio clinica, devido
a diminuigdo da ocorréncia destes efeitos colaterais (AIHARA et al., 2003).

Também como forma de tratamento, foram utilizados procedimentos cirirgicos
radicais envolvendo a gastrectomia parcial ou total. Em 1960, como um avango surgiu a
vagotomia seletiva, acompanhada de um esquema terapéutico que utilizava a dietoterapia e

atropina como agente anti-secretor (SACHS et al., 2002).

Com a descoberta da atividade estimulatoria da histamina sobre a secregdo acida,
alguns esforgos surgiram com o objetivo de desenvolver um antagonista especifico para os
receptores H,, resultando na sintese da burinamida, o primeiro destes antagonistas
(BLACK et al, 1972). Na sequéncia, com algumas alteragdes, foi desenvolvida a
cimetidina, bastante utilizada atualmente (BRIMBLECOMBE et al, 1975). Com
modificagdes da molécula da cimetidina, surgiram a ranitidina, famotidina e nizatidina,
com vantagens relacionadas ao aumento de eficacia e ainda, a menor capacidade de
inibi¢do das enzimas biotransformadoras do citocromo P450, particularmente CYP3A4,
quando comparados com a cimetidina. Os antagonistas dos receptores H, constituem ainda
uma classe terapéutica de primeira linha no tratamento dos distarbios acido pépticos, sendo

considerados como um dos maiores avangos na terapéutica desta doenga, melhorando a
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qualidade devida dos individuos afetados e praticamente abolindo os procedimentos

cirirgicos agressivos, anteriormente utilizados (SACHS et al., 2002).

A atividade da bomba protdnica, H, K~ ATPase, cormresponde & etapa final da
liberagdo de acido cloridrico. Como inibidor desta enzima, surgiu inicialmente o
omeprazol, que foi posteriormente modificado na sua estrutura moiecula}, fornecendo
outros inibidores como o pantoprazol, lanzoprazol e rabeprazol. Todos estes firmacos
apresentam em comum, a presen¢a de um anel benzimidazolico e funcionam como pré
farmacos, que sdo convertidos na forma ativa, como cations tiofilicos, no ambiente acidico
presente nos canaliculos das células parietais. Estas formas ativas sio capazes de efetuar
uma ligagio covalente com residuos de cisteina presentes na subunidade o da H', K*
ATPase, inibindo a sua atividade e portanto, sendo capazes de inibir a secregdao promovida
por diferentes secretagogos. E importante ressaltar que os inibidores da bomba protdnica
promovem uma diminui¢do da secregdo acida, mais duradoura que os antagonistas de

receptores (LINDBERG et al., 1986; SACHS et al., 2002; ATHARA et al., 2003).

Além dos anti-secretores, as ulceras pépticas podem ser tratadas com uma outra
classe de farmacos, que apresenta uma agdo mais relacionada com os fatores citoprotetores
da mucosa gastrica, podendo reduzir ou ndo, a secre¢éo acida. O misoprostol, analogo
sintético da prostaglandina E; (PGE,), é utilizado na prevengdo e tratamento das tlceras
pépticas, principalmente associadas ao uso de farmacos antiinflamatorios nao esteroidais,
que possuem como um de seus principais efeitos colaterais, a produgdo de gastrites e
ulceras. Estes efeitos sdo devidos ao proprio mecanismo de agdo desta classe de
antiinflamatorios, que inibem a ciclooxigenase e consequentemente, reduzem a sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrica, que atuam como citoprotetores. O misoprostol € capaz
de reduzir a secregdo acida, mas esta a¢do ndo € clinicamente superior aos antagonistas de
H, ou aos inibidores da bomba proténica. Sua atividade antiulcerogénica ocorre,
principalmente, por mimetizar os efeitos citoprotetores das prostaglandinas sobre a mucosa
gastrica Devido as suas agdes também sobre o tonus uterino, 0 misoprostol teve seu uso
disseminado para a realizagdo de abortos e por isto, tem a sua comercializagdo controlada.
Sua indicag@o na terapéutica na ulcera gastrica, € centralizada principalmente nos casos
decorrentes da utilizagdo de antiinflamatorios ndo esteroidais (SELLERS et al., 1986;
ATAY et al., 2000; CHONG et al., 2004).
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- Outro alvo terapéutico importante diz respeito a erradicagdo da bactéria
Helicobacter pylori. Varios esquemas terapéuticos tém sido propostos. Um deles preconiza
o uso de inibidor da bomba protonica, como o omeprazol associado ao antibitico
amoxacilina. Os outros, compreendem o uso do subcitrato de bismuto, metronidazol € um
antibiético que pode ser a tetraciclina ou a amoxacilina. Esta terapia tripla, alcanga uma
erradicagdo em 60 a 80% dos casos na maioria dos estudos. Um dos problemas que
justificam o insucesso terapéutico deste esquema em cerca de 20% dos casos, corresponde
a resisténcia adquirida ao metronidazol (PAKODI et al., 2000).

Novos alvos terapéuticos tém sido enfocados, como possiveis fontes de farmacos
de gastrina do tipo CCK_. Inicialmente forma desenvolvidos antagonistas ndo seletivos,
como o proglumide, com agdo em CCK, e CCK;, Posteriormente, foram desenvolvidos os
antagonistas seletivos para CCK,;, como L-365260, YM-022, RP-73870, S-0509,
espiroglumide e itriglumide. Estes substancias ndo sdo tdo eficazes quanto os antagonistas
dos receptores H; e além disto, foi postulado que a os receptores CCK- sdo localizados na
margem da ulcera, adjacente a mucosa regenerativa, mediando também a proliferagdao
celular. O uso de antagonistas pode interferir negativamente na regeneragdo celular,
interferindo na cura da ulcera da ulcera péptica, o que pode ser considerado um fator
limitante para o uso destas substancias na terapéutica (LEHMANN et al., 2003).

Recentemente, foram descritos os receptores para a histamina do tipo Hj, mas os
efeitos mediados ainda ndo estdo bem definidos, ocorrendo diferengas significativas nos
resultados obtidos em testes com diferentes espécies de animais. Um dos possiveis efeitos
destes receptores, observados em experimentos realizados em ratos, seria a estimulagdo da
secre¢dao acida, por eliminar a influéncia inibitoria da somatostatina e também por
aumentar a liberag@o de histamina. Desta forma, com objetivo de inibir a secregdo acida,
poderiam ser utilizados os antagonistas dos receptores Hs, como a tioperamida. Porém, os
estudos em relagdo a esta classe de farmacos, que interagem os receptores Hs, ainda sdo
muito inconsistentes e ndo ha farmacos disponiveis para terapéutica humana (VUYYURU
e SCHUBERT, 1997; LEHMANN, 2003).

Varios alvos terapéuticos, mais especificos, estdo sendo investigados para subsidiar
o desenvolvimento de novos farmacos que atuem sobre o Helicobacter pylori, além de
estarem também sendo avaliadas, estratégias para o desenvolvimento de vacinas que

previnam a infec¢@o causada por este microorganismo (SUTTON e DOIDGE, 2003).
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Objetivoy

Os objetivos deste trabalho corresponderam:

e Ao isolamento e a identificagdo molecular do(s) principio(s) ativo(s) natural(is)
responsavel(eis) pela atividade antiulcerogénica observada para os extratos brutos e

fragoes semipurificadas de Artemisia annua L. €

e A identificagio do mecanismo de ag3o antiulcerogénica por meio de modelos

experimentais em laboratorio.
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5.1. Obtencao do Material Vegetal

Foram utilizadas as partes aéreas da espécie vegetal Artemisia annua L., pertencente
a familia Asteraceae, que foi cultivada pela Divisdo de Agrotecnologia no campo
experimental do CPQBA/UNICAMP. Os exemplares foram obtidos a partir de hibridos
desenvolvidos em 1991. Estes hibridos foram resultantes da clonagem de sementes
chinesas e vietnamitas, denominadas SLUFI e SIUFII, fornecidas ao CPQBA pela
“Mediplant (Centre de Recherches sur les Plantes Médicinales et Aromatiques)”, orgao
suico, responsavel pelo trabalho de melhoramento das sementes. Apés a coleta, o material
vegetal foi seco & sombra e posteriormente moido em triturador de facas, produzindo-se
particulas de aproximadamente 0,35 mm. A figura 2, mostra um exemplar de Artemisia
annua L. presente no campo de cultivo experimental da Divisdo de Agrotecnologia do

CPQBA / UNICAMP, seguida da descrigdo botanica da referida espécie vegetal.
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Exemplar de Artemisia annua L., cultivada no Campo de

-
.

FIGURA 2

imental da Divisio de Agrotecnologia do

CPQBA/UNICAMP

Cultivo E
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5.2. Descri¢ao Botanica da Espécie

A Artemisia ammua L. é uma espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae, tribo
Anthemidia, sub género Abrotanum. E uma planta herbicea, anual, ereta, de haste
cilindrica, longitudinalmeénte estriada, verde palida, com pilosidade simples, curta,
unicelular e alvotranslicida.

As folhas sdo simples, proﬁmdaineme partidas, pinatissectas e membranaceas; as
inferiores rosuladas e as superiores alternadas, de dimensdes progressivamente menores 4
medida que se aproximam do apice da planta. Na face superior, verde claras, pilosas e com
nervura principal proexﬁinente. Peciolo longo, verde claro, piloso, superiormente,
levemente canaliculado.

As inflorescéncias sdo apresentadas em panicula de capitulos pequenos e
multiflores, distribuidos ao longo de toda a haste. O involucro € composto de bracteas em
duas séries, sendo as inferiores, maiores, todas verdes, glabras e de bordos hialinos. O
receptaculo floral é convexo, com em média, cinquenta a sessenta flores pediceladas. As
flores marginais femininas, sdo férteis, tubuloso-liguladas e numa so série, glabras e de
coloragdo verde amarelada, com gineceu de ovario infero, unilocular, uniovulado e
também, com estilete simples, com estigma bifido. As flores centrais hermafroditas, sdo
tubulosas, com cinco lobos triangulados, amarelas e glabras, com gineceu de ovario infero,
unilocular, uniovulado, estilete simples, com estigma bifido, deflexo fimbriado e também,
androceu formado por cinco estames sinanteros, inseridos no fundo da corola, com anteras
brancacentas, glabras e apiculadas. Fruto do tipo aquénio, acastanhado quando da

maturagdo. Reproduz-se exclusivamente por sementes (JAHN, 1988).
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5.3. Fitoquimica
5.3.1. Obtengao dos extratos brutos

As partes aéreas de Artemisia annua L., secas e moidas, foram submetidas a
maceragdo dindmica por trés periodos de quatro horas, com etanol a 70%, na pfoporg;ao
de um grama de droga para 4 mL de ;olvente, em reator, com pressdo € temperatura
controlados. Ao final de cada um dos periodos de quatro horas, foi realizada uma
filtragdo em papel, sendo que apods o terceiro periodo, o residuo do material vegetal foi
descartado e o filtrado resultante foi submetido evaporagdo a vacuo, sob temperatura de

40° C, resultando no extrato bruto hidroetanolico.

5.3.2.. Obtengao da fracao enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (FLac) a
partir do extrato bruto hidroetanélico

O filtrado resultante da maceragdo das partes aéreas com etanol a 70%, foi
concentrado até aproximadamente um quinto do volume inicial. Posteriormente, foi
adicionado 0 mesmo volume de solucgdo de acetato de chumbo a 10% (LONERGAN et
al., 1992). Apds um periodo de 12 horas em geladeira, sob temperatura de 5° C, foi
realizada uma filtragdo. O precipitado foi descartado e o filtrado foi extraido por trés
vezes sucessivas com igual volume de diclorometano. Apos a separagao das fases, a
fragdo diclorometanica foi evaporada a vacuo, sob temperatura de 40° C, fornecendo uma
fragdo semipurificada, enriquecida em lactonas sesquiterpénicas, denominada frag@o

lactonas ou Fyac.

5.3.3. Purificacao da fragao lactonas (Frac)

A fragdo lactonas (Frac) foi submetida a um processo de purificagdo em coluna
cromatografica filtrante, com a utilizagdo de silicagel 60 (Merck 0,065 — 0,200 mm),
como fase estacionaria. Esta coluna foi eluida com gradientes crescentes de hexano /

acetato de etila. A massa da fase estaciondria foi trés vezes superior 2 massa de amostra e
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o volume da fase movel foi equivalente ao triplo do volume ocupado pela silicagel. As
fragdes coletadas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada e reunidas

em quatro ffacﬁes denominadas F1Ay ac, F1Bpac, F1Crac € F1Dpac, de acordo com seus

perfis cromatograficos.

5.3.4. Isolamento da dihidro-epideoxiarteanuina b, a partir da fragio F1Crac

A fragdo F1Cyac foi purificada por meio de sucessivas colunas cromatograficas
classicas, utilizando a silicagel 60 (Merck 0,063 — 0,200 mm) como fase estacionaria e
gradientes crescentes de hexano / acetato de etila como fase movel. A massa da fase
estacionaria foi equivalente a 30 vezes a massa da amostra ou quando houve a necessidade
de uma purificagdo mais refinada, a 100 vezes a massa da amostra. O volume da fase
mével foi equivalente ao volume ocupado pela silicagel na coluna.

As colunas foram eluidas, tendo varias subfragdes coletadas, que foram sendo
reunidas, de acordo com seus perfis cromatograficos em camada delgada, de forma a obter
fragdes cada vez mais enriquecidas em dihidro-epideoxiarteanuina b.

Estes procedimentos foram repetidos até que ocorresse a obten¢do da dihidro-

epideoxiarteanuina b pura, em quantidade suficiente para a realizagdo dos experimentos

farmacologicos.

5.3.5. Isolamento da deoxiartemisinina a partir da fracao F1Drac

A fragdo F1Dpac foi submetida a sucessivos fracionamentos por cromatografia em
coluna classica utilizando silicagel 60 (Merck 0,063 — 0,200 mm), como fase estacionaria e
gradientes crescentes de hexano / acetato de etila como fase mével. Com a eluigdo da
coluna, varias subfragdes foram coletadas e tiveram seus perfis acompanhados por
cromatografia em camada delgada.

Desta forma, por meio da reunido de subfragdes, foram obtidas fragdes enriquecidas
em deoxiartemisinina, conjuntamente com a artemisinina

Estas fragOes, obtidas a partir das colunas cromatograficas classicas, quando

submetidas a eliminag¢do de solvente presente, por meio de aquecimento brando e vacuo no
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evaporador rotativo, apresentaram a cristalizagdo da deoxiartemisinina e da artemisinina,
simultaneamente.

A partir de entdo, os cristais obtidos foram tratados com hexano, para remover
deles, as impurezas ou compostos sem interesse presentes

Para proceder a separagdo da deoxiartemisinina e da artemisinina, e isolar a
deoxiartemisinina, foi realizada uma purificagdo por coluna cromatografica seca,
utilizando membranas de celulose como$suporte, que foram preenchidas com silicagel 60

(Merck 0,063 — 0,200 mm), como fase estacionaria e eluidas com diclorometano / metanol
a 1%.

5.3.6. Anilise cromatogrifica
5.3.6.1. Cromatografia em camada delgada

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silicagel G e

PF754 (Merck), na proporgdo 1:1, sobre suporte de vidro com espessura de 0,25 cm ou em

cromatofolhas prontas (Merck artigo 5554). A detecgdao dos compostos foi feita por
irradiagdo com lampada UV a 254 nm, com posterior pulverizagdo com solug@o acido
acético: acido sulfurico: anisaldeido (50:1:0,5) seguida de aquecimento. A fase movel

utilizada foi diclorometano / metanol a 1%.

5.3.6.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

As fragOes e substdncias puras foram diluidas em acetato de etila ou metanol e
analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a um detetor de massas (CG Hewlett
Packard 5890, série II, diretamente acoplado a um detetor seletivo de massa Hewlett
Packard 5970, equipado com uma coluna de silica fundida WCOT, 30 m x 0,25 mm, DB-1
ou DB-5, ou similares). As condi¢gbes de andlise para lactonas sesquiterpénicas foram:
temperatura de injegdo: 250°C; temperatura do detetor: 300°C; programa de temperatura:
40(2 min)-240°C, 2°C/min, 240-300°C, 10°C/min; com ou sem razdo de split 1:100
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(dependendo da concentragdo da amostra); gas de arraste He 0,7 bar, ImL/min; volume da

amostra 1-2 pl.

EM (70ev)m/z(%) dihidro-epideoxiarteanuina b; 234(M", 12), 219(10), 190(77), 175(22),
161(100)

EM (70ev)m/z(%) deoxiartemisinina: 266(M",7 ), 165(35)

5.3.7. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram registrados em
espectrometro INOVA 500 (MHz) com a utilizagdo de cloroférmio deuterado como
solvente e tendo como referéncia interna, o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) sao indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J), em hertz (Hz).

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono-13 foram registrados em
espectrdmetro INOVA (125,7 MHz) com a utilizagdo de cloroféormio deuterado como
solvente e tendo como referéncia interna, o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (3) s@o indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J), em hertz (H).
Dihidro-epideoxiarteannina b 3: RMN 'H (500MHz, CDCls) & 5,66(s,Hs), 3,16(m.Hy,),
1,76(s, 3Hs), 1,15(d, J=0,74Hz, Hj3), 0,92(d, J=0,74Hz, H,s); RMN”C (125,7MHZ,
CDCl) 6 179,6(Ci2), 142,5(Cs), 121,8(Cs), 83,5(Ce), .46,6(CH), 42,9(CH), 39,7(CH),
32,5(CH), 30,9(CH>), 23,8(CHa3), 23,5(Cis), 19,6(Cy4), 9,5(C13)

Deoxiartemisinina: RMN "H (500MHZ, CDCL) & 5,70(s,Hs), 3,21(m,H;), 1,53(s, 3H;s),
1,15(d, J=0,74Hz, H,3)

5.4. Testes de atividade farmacolégica
5.4.1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos in vivo foram utilizados ratos Wistar machos,
com peso corporal entre 250 e 350 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da

UNICAMP. Estes animais foram utilizados nos experimentos, apés um periodo minimo de
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sete dias de adaptagdo em biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura
ambiente de 20°C.

5.4.2 Ulcera induzida por indometacina

Foram utilizados ratos Wistar maf:hcs, com peso corporal variando entre 200 e 250
g. Apos um periodo dé 24 horas em jejum, com acesso livre a dgua, cada grupo de animais
recebeu por via oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo salina (10 mlL/kg) como
controle negativo, cimetidina (100 mg/kg), como controle positivo e a amostra a ser testada
em dose previamente determinada. Apos 30 minutos, foi feita a administragdo subcutinea
de indometacina na dose de 30 mg/kg, segundo a metodologia modificada de
MORIMOTO et al., 1991. Decorridas quatro horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo os estdmagos retirados, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados em solug@o salina 0,9% para contagem e avaliagdo das lesdes produzidas. O indice
de lesGes ulcerativas foi calculado por meio da somatoria dos parametros abaixo, de acordo

com o esquema descrito por GAMBERINI et al., 1991.

Perda de pregas da mucosa 1 ponto

Descoloragdo da mucosa 1 ponto

Edema 1 ponto

Hemorragias 1 ponto

Petéquias Até 10 petéquias 02 pontos
Mais de 10 petéquias 03 pontos

Ulceras até 1 mm “n x 2 pontos

Ulceras maiores que 1 mm "n x 3 pontos

Ulceras perfuradas "n x 4 pontos

L ] - -~
onde n refere-se ao niimero de lesdes observadas.

Para a determinagdo da porcentagem de inibigdo do indice de lesdes ulcerativas

apresentados pelos grupos tratados em relagio ao grupo controle, foi utilizada a seguinte
formula:
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média controle

5.4.3. Ulcera induzida por etanol

Foram utilizados ratos Wistar mf;chos, pesando entre 200 e 250 g. Ap6s um periodo
de 24 horas em jejum, com acesso livre a de agua, cada grupo de animais recebeu por via
oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo salina (10 mL/kg) como controle
negativo, carbenoxolona (200 mg/kg), como controle positivo e a amostra a ser testada em
dose previamente determinada. Apds 30 minutos, foi feita a administraggo oral de 1 mL de
etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por ROBERT, 1979. Os animais
foram sacrificados uma horas depois, por deslocamento cervical. Os estdomagos foram
retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina 0,9% para
posterior contagem e avaliagdo das lesdes ulcerativas. O indice de lesdes ulcerativas foi

calculado posteriormente, de acordo com o esquema descrito por GAMBERINI et al,,
1991.

5.44. Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos previamente tratados com

indometacina

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 e 250
g, submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso a agua. Apos 30
minutos da administragdo intraperitoneal de indometacina (5 mg/kg), cada grupo de
animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento, ou seja, solugdo salina 0,9% (10
mL/kg) e a amostra a ser testada, em dose previamente determinada. Apds 30 minutos,
cada animal recebeu por via oral, 1 mL de etanol absoluto (KONTUREK et al., 1995). Ao
final de uma hora, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo seus
estomagos retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugio salina
0,9%, para posterior contagem e avaliagdo das lesdes produzidas. O indice de lesdes

ulcerativas foi calculado através da metodologia descrita por GAMBERINI et al., 1991.
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5.4.5. Determinacdo quantitativa do muco gastroprotetor

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e 250 g,
submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso a agua. Estes animais
foram divididos em grupos, de acordo com o respectivo tratamento, ou seja, solugdo salina
0,9% (10 mL/kg), carbenoxolona (200 mg/kg), como controle positivo e amostra a ser
testada em dose previamente determinad?a.

Ap6s 30 minutos do tratamento oral, os animais foram submetidos ao processo de
indug@o de ulcera gastrica por administragio de etanol absoluto (ROBERT, 1979).

Ao témino de uma hora, os animais foram sacrificados e tiveram o estémago
retirado e aberto 2o longo da maior curvatura, tendo a regido findica retirada e descartada.

A porgdo glandular resultante foi pesada e mergulhada em 10 mL de solugédo de
Alcian Blue 0,1% por um periodo de 2 horas.

Apds este periodo, os estomagos foram submetidos a lavagem com 10 mL de
solugdo de sacarose 0,25 M por 2 vezes, sendo a primeira por 15 e a segunda, por 45
minutos.

Em seguida, os estdbmagos foram transferidos para tubos contendo 10 mL de
solugdo de cloreto de magnésio (MgCl,) 0,5 M por duas horas para a extragdo do corante
complexado com o muco gastrico.

Com a solugdo obtida foi feita uma emulsio com 10 mL de éter etilico. Esta
emulsio foi centrifugada por 15 minutos a 3600 rpm, sendo a fase etérea desprezada e a
fase aquosa, submetida a leitura espectrofotométrica em 598 nm, conforme metodologia
modificada de CORNE et al., 1974. Os dados obtidos foram extrapolados em uma curva
padrdo de Alcian Blue, contendo 5 concentragGes conhecidas do corante (6,25; 12,5; 25,0;
50,0 e 100 pg/mL).

5.4.6. Ligadura do piloro

Este experimento foi realizado segundo a metodologia de SHAY et al, 1945
Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e 250 g, submetidos a

um periodo de jejum de 24 horas, com acesso livre & agua.
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Os animais foram anestesiados e apds tricotomia e incis@o da parede abdominal, foi
realizada a ligadura do piloro com linha cinirgica de algodao. Em seguida da ligadura, cada
grupo de animais recebeu por via intraduodenal, o tratamento correspondente, ou seja,
solug@o salina 0,9% (2 mL/kg), como controle negativo, cimetidina (100 mg/kg), como
controle positivo e as amostras a serem testadas em doses previamente determinadas. O
abdomen foi entdo suturado e apés quatro horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, o abddomen fé)i reaberto para a retirada do estdmago. Foi
determinado o volume do conteido estomacal (mL) e a sua concentragdo hidrogenidnica

(mEq/ L/ 4 h), por meio de titulagdo com solugdo de hidroxido de sodio 0,1 M.

5.4.7. Determinacao da atividade péptica

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e 250 g,
submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso a agua. Estes animais
foram inicialmente submetidos ao modelo de ligadura do piloro (SHAY et al., 1945), para
que fosse recolhido o suco géstrico, que constitui o material de analise para a medida da
atividade péptica, segundo a metodologia modificada de ANSON, 1938.

O suco gastrico, recolhido apés o sacrificio dos animais, em aliquotas de 0,2 mL,
foi incubado com 1 mL de solugio de albumina bovina fragdo V (Sigma®) na
concentragao de 5 mg/mL, em acido cloridrico 0,06 M, por 10 minutos, a 37° C. Esta
reagao foi interrompida pela adigdo de 1 mL de acido tricloroacético a 10%, sendo entdo
procedida a centrifugacdo a 1500 g por 20 minutos. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante
obtido a partir deste processo, foram alcalinizadas com 5 mL de solug@o de bicarbonato de
sodio a 0,55 M. Na sequéncia, foram adicionados 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
em cada um dos tubos, que foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos
este periodo, foi determinada a absorbancia de cada uma das amostras por leitura
espectrofotométrica a 660 nm. Os resultados obtidos foram interpolados numa curva
padrdo determinada anteriormente, contendo cinco concentragdes conhecidas de tirosina
(100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg / mL) e posteriormente, expressos como média = erro padrao
da média da quantidade de tirosina detectada.
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5.4.8. Medida da agregacao plaquetiria

A primeifa etapa para a realizagio deste experimento, foi a coleta de sangue
humano, por pungio venosa, de quatro voluntarios sadios, sem a utilizagdo de qualquer
tipo de medicamento nos ultimos dez 8ias. Este sangue foi coletado em tubos de vidro
siliconizados, contendo tricitrato de sodio, como agente anticoagulante.

Apos a centrifugagdo do sangué: total, a 600 g por 7 minutos, foi obtido na parte
superior dos tubos, o plasma enriquecido em plaquetas (PRP), que foi coletado e separado.
O restante do material presente nos tubos foi novamente centrifugado a 2000 g por 10
minutos, para a obtenqio- do plasma pobre em plaquetas (PPP).

Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizado o PRP, com contagem de
plaquetas, determinada em cidmara de Neubauer, equivalente a 250000/mm>, ajustada, se
necessario, com a adi¢do do PPP.

O monitoramento da agregacdo plaquetaria foi feito fotometricamente (PRADO-
FRANCESCH], J., e ANTUNES, E., 1989), frente & indugdo por ADP (difosfato de
adenosina), em aparelho do tipo agregémetro da marca CHRONO LOG modelo 560-Ca,
Havertown, PA, EUA).

Os tubos receberam 400 pul. de PRP, ja com a contagem de plaquetas ajustada, aos
quais foram adicionados 10 pL de ADP (difosfato de adenosina) em concentragio
determinada por meio da realizagdo de uma curva, na qual foram utilizadas as

concentragdes de 2, 3, 4 e 10 uM de ADP.

Em seguida foram adicionados 10 pL ou 20 10 ul. das amostras a serem avaliadas,
sendo que a amplitude de agregag@o plaquetaria foi determinada, cinco minutos apos a
adigdo das amostras.

Numa outra sequéncia experimental, antes da aplicagdo das amostras, foram
adicionados 10 pL de indometacina a 30 uM e logo a seguir, mais 10 pL das amostras a
serem avaliadas A amplitude de agregagao também foi determinada, cinco minutos apds a

adi¢ao das amostras.
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5.4.9. Determinacdo quantitativa do conteiido de prostaglandina do tipo E:
(PGEz) na mucosa gdstrica de ratos .

5.4.9.1. Manipula¢ao dos animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 e 250
g,. Apos um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso a 4gua, estes animais foram
divididos em grupos, sendo que cada um deles recebeu, inicialmente, o tratamento
correspondente por via subcutdnea, ou seja, solugdo salina (0,9%; 2,5 mL/kg) ou
indometacina (30 mg/kg;.z,s mL/kg).

Apés uma laténcia de uma hora, cada grupo de animais recebeu um segundo
tratamento, por via oral, com os controles negativo (solugdo salina 0,9%, 10 mL/Kg) e
positivo (carbenoxolona 200 mg/kg)e as amostras a serem avaliadas neste modelo, em
doses previamente estabelecidas. Apos mais um periodo de uma hora, foi realizado o

sacrificio dos animais por deslocamento cervical.

5.4.9.2.. Manipula¢ao dos estomagos e obten¢do das amostras para analise

De acordo com a metodologia modificada de GUARALDO (2002), apdés o
sacrificio, foi realizada a retirada imediata dos estomagos dos animais, que foram lavados
em solugdo salina 0,9%. A por¢do findica foi removida e a porgdo glandular inteira, que
constituiu o material de analise neste modelo, foi pesada e cortada em mindsculos
fragmentos com o auxilio de tesoura e bisturi. Estes fragmentos. foram imediatamente
colocados em tubos de polipropileno contendo 6 mL de etanol gelado, mantido em
congelador, contendo indometacina a 100 pM, substancia utilizada para bloquear neste
momento, a sintese de prostaglandinas. Os tubos foram agitados vigorosamente por cerca
de um minuto e posteriormente, foram centrifugados a 2500 rpm por cinco minutos

Apos a centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi transferido para um outro tubo de
polipropileno contendo 10 pl de acido acético glacial. Estes tubos foram novamente
centrifugados por trés minutos a 2500 rpm e o sobrenadante obrido, foi utilizado como

amostra contendo a prostaglandina E; (PGE;) a ser quantificada apos a purificagéo.
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5.4.9.3. Purificacao das amostras

Foram utilizadas para a purificagio de cada uma das amostras obtidas na etapa
anterior, uma minicoluna cromatografica C18 AMPREP Amersham Pharmacia Biotech.
Estas minicolunas foram inicialmente tratadas com 2 mL (volume de coluna = 1 mL) de
etanol a 10%. Sequencialmente, 0,8 mL do sobrenadante obtido a partir dos tubos
centrifugados na etapa anterior foram aplicados sobre as colunas, sempre com auxilio de
um dispositivo que permite o encaixe de uma seringa, para que seja exercida pressao-
durante a aplicagdo das amostras. Apos este procedimento, foi realizada a lavagem das
minicolunas com 1 mL de dgua destilada e posteriormente, com 1 mL de hexano, tendo
sido descartados estes solventes. A seguir, foi feita a eluigdo das minicolunas, para a
obtengdo da PGE;, a ser quantificada, com dois volumes de 0,75 mL de acetato de etila,
que foram coletados em novos tubos de polipropileno

As amostras obtidas na etapa anterior, em acetato de etila, foram evaporadas até a

secura em concentrador especifico, a vacuo, sob uma temperatura de 30° C.

5.4.9.3. Ensaio imunoenzimdatico

Apos a secura, o material presente nos tubos (PGE,), foi ressuspendido no tampao
do ensaio ja diluido, fornecido pelo 4ir Amersham Pharmacia Biotech (RPN 222)

Este material ressuspendido no tampao foi utilizado na execugdo do ensaio
imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as normas gerais do protocolo n° 1 do referido
kit (Amersham Pharmacia Biotech RPN 222), utilizadas na determinagio de prostaglandina

E; a partir de tecidos.

5.5. Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos & analise de varidncia de uma Unica via
(ANOVA), considerando-se como nivel critico, p < 0,05 para que fosse considerada
diferenca significante entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan,

considerando-se 0 mesmo nivel critico.
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6.1. Avaliacao Farmacolégica

6.1.1.. Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos

6.1.1.1. Fracoes FlApic, F1Bpac, F1CrLsc, € F1Dpyc, obtidas da purificacao da

fragao enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (Frac)

Em trabalhos anteriores, foi avaliada a atividade antiulcerogénica do extrato bruto
hidroetanolico obtido das partes aéreas de Artemisia annua L., administrado por via oral na
dose de 500 mg/kg, no modelo de ulcera induzida por indometacina. Nestas condi¢des, este
extrato inibiu em 53,8%. o indice de lesdes ulcerativas. A partir dele, foi obtida uma fracao

enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (Frac), que também foi administrada por via oral

nos modelos de ulcera induzida por indometacina e estresse em ratos, sendo capaz de inibir
o indice de lesdes ulcerativas em 86,1% e 29.4%, respectivamente. A fragdo Fiic também
foi administrada por via subcutanea, em modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em

ratos, inibindo o indice de lesdes ulcerativas em 59,8% (DIAS, 1997). A partir da fragdo

(FLac), este trabalho teve prosseguimento, sendo procedido o trabalho fitoquimico para a
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sua purificagdo, sendo obtidas quatro fragdes, denominadas F1Ayac, F1Brac, F1Crac, €
F1Dpac, .que administradas por via oral na dose de 100 mg/kg, no modelo de tlcera
induzida por etanol absoluto em ratos, apresentaram 84,7, 91,7, 40,1 e 94,5% de inibig3o
do indice de lesGes ulcerativas, respectivamente. Os resultados obtidos estdo expressos na
tabela 1 e no grafico 1, como média + erro padrio da média (epm) do indice de lesdes
ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

2

TABELA 1: Efeito da ‘administragdo oral da carbenoxolona e das fragdes F1Aiac, F1Bpac.
F1Cpace F1D_ac, obtida da fragdo enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (Fpac),

no modelo de tilcera induzida por etanol absoluto em ratos

Dose ILU Inibi¢do do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 6 32,7+7,1

Carbenoxolona 200 5 5,621 ** 82,9
FlApac 100 3 5,0 +3,1 ** 84,7
F1BLac 100 5 2,0+ 0,6 ** 91,7
F1Cpac 100 5 19,6 £9,6 * 40,1
F1Dpac 100 5 1.8 £05% 94,5

ANOVA Fs25 = 8,33 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01, **p < 0,001.

3
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GRAFICO 1: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e das fragoes FlApac. F1Bpac.
F1Ciac € FIDpac, obtida da fragdo enriquecida em lactonas sesquiterpénicas
(FLac), no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos (ANOVA F:as
= 8,33 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01, ¥*p < 0.001)
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6.1.1.2. Dihidro-epideoxiarteanuina b

A dihidro-epideoxiarteanuina b, obtida a partir do processos de purificagdo da

fragao F1Cypac, foi administrada por via oral em cinco doses diferentes (10, 25, 50, 125 e

250 mg/kg), para a determinagio da curva dose-resposta, tendo sido observados valores de

inibicdo do indice de lesdes ulcerativas equivalentes a 34,4, 27,9, 88,7, 93,1 e 98,4%,

respectivamente e ainda, um valor de dose efetiva 50% (DEs), calculado por regresso

linear, equivalente a 55,6 mg/kg. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 2 e no

grafico 2, como média + erro padrao da média (epm) do indice de lesGes ulcerativas, para

cada grupo de tratamento.

TABELA 2: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e da dihidro-epideoxiarteanuina b em

cinco doses diferentes. no modelo de tilcera induzida por etanol absoluto em ratos

Dose ILU Inibicdo do
Tratamento (mg/kg) n (média = epm) ILU
(%)
Salina 0,9% 10 494+49
Carbenoxolona 200 5 11.4%4,7 ** 76,9
Dihidro-epideoxiarteanuina b 10 5 324+38% 34,4
Dihidro-epideoxiarteanuina b 25 3 35,6 £4,9 ** 27,9
Dihidro-epideoxiarteanuina b 50 5 5,626 ** 88,7
Dihidro-epideoxiarteanuina b 125 5 3,4+0,7 ** 93,1
Dihidro-epidcoxiarteanuina b 250 5 0.8+0,5 ** 08.4

ANOVA Fg:3 = 23.29 p <0.001. Teste de Duncan: *p < 0.03: ** p <0.001.
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GRAFICO 2: Efeito da administragio oral da carbenoxolona e da dihidro-epideoxiarteanuina b em
cinco doses diferentes, no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos
(ANOVA Fs33 = 23,29 p <0.001. Teste de Duncan: *p < 0,05; ** p <0,001)

6.1.1.3. Deoxiartemisinina

A deoxiartemisinina, obtida a partir da purificagdo da F1Dyac, foi administrada por
via oral em trés doses (50, 100 e 200 mg/kg), para a determinagdo da curva dose-resposta,
tendo reduzido o indice de lesdes ulcerativas em 74,0, 49,7 e 76,5%, respectivamente e
ainda, apresentado um valor de dose efetiva 50% (DEsp), calculado por regressao linear,
equivalente a 88,7 mg/kg. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 3 e no gréafico 3,
como média = erro padrdo da média (epm) do indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo

de tratamento.
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TABELA 3: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e da deoxiartemisinina em trés doses

diferentes, no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos

Dose ILU Inibigdo do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média = epm) (%)
Salina 0,9% 6 59,7+ 7,7
Carbenoxolona 200 5 46+12%** 92,3
Deoxiartemisinina 50 4 15,528 ** 74,0
Deoxiartemisinina - 100 5 -30,0+83 * 497
Deoxiartemisinina 200 5 14,0 £4,3 ** 76,5

ANOVA F 0= 14,11 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01, ** p < 0,001

i b 1 osiks Ulocnitivan
(miadia + epim)

Sehima  Cabenoxclona  Deod Deccat Do
0,9% 200 0 100 X0
Tratamentos (mgke)

GRAFICO 3: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e da deoxiartemisinina em trés doses
diferentes, no modelo de tlcera induzida por etanol absoluto em ratos (ANOVA
Fisa0y= 14,11 p <0.001. Teste de Duncan: *p < 0,01, ** p <0,001)

6.1.1.4. Fragao ABLac e deoxiartemisinina

As fragdes A e B, obtidas da purificagdo cromatografica da Fiic, foram reunidas
numa Unica fragdo denominada FABy s c e juntamente com a deoxiartemisinina, foram
administradas por via intraperitoneal no modelo de ulcera induzida por etanol,
apresentando inibigGes do indice de lesdes ulcerativas, de 47,5 e 40.3%. respectivamente.
Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 4 e no grafico 4, como media + erro padrao

da média (epm) do indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.
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TABELA 4: Efeito da administragdo intraperitoneal da Fragio FAB, .c, obtida da fragdo
enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (Fiac) e da deoxiartemisinina, no

modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos

Dose ILU Inibigdo do ILU
Tratamento (mg/kg) N (média + epm) (%)
Controle 4 53,3+5,6
FABpac 100 !5 28,0+58 * 47,5
Deoxiartemisinina 100 .4 31,8+87* 40,3

ANOVA Fep100= 4,03 p <0.,05. Teste de Duncan: *p<0,05

Tndice de Tesies Ulsrativas
(mddia ) cqom)

100
Tratamentos (meke)
GRAFICO 4: Efeito da administragdo intraperitoneal da Fragdo FAB ... obtida da fracdo
enriquecida em lactonas sesquiterpénicas (Fy.c) € da deoxiartemisinina, no modelo

de tulcera induzida por etanol absoluto em ratos (ANOVA Fp iy = 4.03 p < 0,05,
Teste de Duncan: *p <0,03)

6.1.1.5. Fracionamento da fracao FABLac

A fracdo FAB; ., formada pela jungdo das fragbes A e B, mencionada
anteriormente, foi fracionada em coluna cromatografica seca, fornecendo quatro fragodes
denominadas Fl1A.s, FIBag, F1Cag e F1Dap, que foram administradas pela via
intraperitoneal em modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos. Nestas
condigbes experimentais, somente F1A.p ndo apresentou atividade antiulcerogénica. As
demais, F1Bas, F1Cap e F1Dap reduziram o indice de lesdes ulcerativas em 79,4, 86,6 e

72,1, respectivamente. Os resultados obtidos estdo representados na tabela S e no grafico 5,

I
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como média + erro padrdo da média (epm), do indice de lesdes ulcerativas, para cada

grupo de tratamento.

TABELA S: Efeito da administragdo intraperitoneal das fragdes F1Aas, F1Bsp, F1Cas € FID g,

obtidas a partir da purificagdo da Fragdo FABy ac, no modelo de tlcera induzida por

etanol absoluto em ratos

Dose e ILU Inibi¢ao do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média + epm) | (%)
Salina 0,9% 5 49,4+9,0

F1Aas 100 5 35,050 29,1
F1Bag 100 5 6,6+£3,1* 79,4
F1Cap 100 5 102+3,6 * 86,6
F1Dag 100 5 13,8+£58* 72,1
ANOVA F20,= 10,46 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0.001]

Indice de Lesdes Ulecrativas

(midia = cpim)

Salina FIA, 5 FIB,, FIC,q
0,%% 10G 100 100 100

Tratarrentos (makg)

GRAFICO 5: Efeito da administragio intraperitoneal das fragdes F1A . F1Bas. F1Cap € FID ..

obtidas a partir da purificagdo da Fragdo FAB; i, no modelo de tlcera induzida
por etanol absoluto em ratos (ANOVA Fya = 1046 p < 0.001. Teste de
Duncan: *p < 0.001)
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6.1.2. Ulcera induzida por indometacina
6.1.2.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b

A dihidro-epideoxiarteanuina b, quando administrada por via oral na dose de 200
mg/kg, reduziu o indice de lesdes ulcerativas em 62,7%, no modelo de tulcera induzida por
indometacina. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 6 e no grafico 6, como

média + erro padrao da média (epm) do indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de

tratamento.

TABELA 6: Efeito da administragdo oral da cimetidina e da dihidro-epideoxiarteanuina b, no

modelo de tlcera induzida por indometacina

Dose ILU Inibigdo do
- Tratamento (mg/kg) n (média + epm) ILU
(“e)
Controle 6 383+6,2
Cimetidina 100 4 3,0£0,6 % 92,2
Dihidro-epideoxiarteanuina b 200 6 143+31* 62,7

ANOVA F5;: = 15,04 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01
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GRAFICO 6: Efeito da administragdo oral da cimetidina e da dihidro-epideoxiarteanuina b, no
modelo de dlcera induzida por indometacina (ANOVA F53 = 15,04 p < 0,001.
Teste de Duncan: *p < 0,01)
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6.1.3. Ulcera induzida por etanol em ratos previamente tratados com

indometacina
6.1.3.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina

A dihidro-epideoxiarteanuina b (50 mg/kg) e a deoxiartemisinina (100 mg/kg)
foram administradas por via oral em animais submetidos a0 modelo de Glcera induzida por
etanol absoluto, porém que haviam recebido um pré tratamento com iridometacina. Nestas
condi¢cdes experimentais, as referidas substdncias ndo mais apresentaram a atividade
antiulcerogénica anteriorﬁmeme observada. Os resultados obtidos estdo representados na
tabela 7 e no grafico 7, como média + erro padrao da média (epm), do indice de lesGes

ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

TABELA 7: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona, da dihidro-epideoxiarteanuina b e da
deoxiartemisinina no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos

previamente tratados com indometacina

Dose LU Variagdo do

Tratamento (mg/kg) n (média £+ epm) LU
(%)

Salina 0,9% 5 43,6 5,6

Salina 0,9% + indometacina 5 69,6 +30* 59,6

Carbenoxolona 200 3 7.04:3,1 ** 83,9

Dihidro-epideoxiarteanuina b 50 5 52,2+5,8 19,7

+ indometacina

Deoxiartemisinina + 100 5 49,8 = 6,0 14,2

indometacina

ANOVA Fre = 13,04 p<0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01: ** p < 0,001.
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GRAFICO 7: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona, da dihidro-epidecoxiarteanuina b e da
deoxiartemisinina no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos
previamente tratados com indometacina (ANOVA F.5 = 15,04 p < 0,001. Teste
de Duncan: *p <0,01; ** p <0,001)

6.1.4. Dosagem de muco protetor aderido a mucosa gastrica de ratos
6.1.4.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina

A quantidade de muco gastroprotetor aderido @ mucosa gastrica foi determinada em
animais submetidos ao modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, previamente
tratados pela via oral com a dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina, que
apresentaram um aumento na produgio de muco de 23,2 e 34,9%, respectivamente, sendo
que a carbenoxolona, a substdncia padrdo utilizada neste experimento produziu um
aumento de 55%. Os dados obtidos estao expressos na tabela 8 e no grafico 8, como media
+ erro padrdo da média (epm), da quantidade de muco, expressa em pg de Alcian Blue / g

tecido gastrico, para cada grupo de tratamento.
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TABELA 8: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona, da dihidro-epideoxiarteanuina b e da
deoxiartemisinina sobre a produgdo de muco protetor aderido @ mucosa gastrica. em

animais submetidos ao modelo de ilcera induzida por etanol absoluto

Dose Quantidade de muco Aumento do
Tratamento ' (mg/kg) n . (ug Alcian Blue / gtecido) muco (%)
Controle ) 72,330 -
Carbenoxolona 200 6 1121+ 5.7 55,0
Dihidro-epideoxiarteanuina b 50 6 89,1+34 23,2
Deoxiartemisinina ' 100 6 97.5+49 34,9

ANOVA Fzy= 14,15 p<0,001. Teste de Duncan *p <0,05; ** p <0,001.

Quantickide de nuico
(pgAleian Blue / g lecido)

Sdina Carbenoxolom Dihidro-epideoxi- Deoxi-
0.9% 200 atenuina b arlenusinina
50 100
Tratamentos (mghkg)

GRAFICO 8: Efeito da administragio oral da carbenoxolona. da dihidro-epideoxiarteanuina b ¢ da
deoxiartemisinina sobre a produgao de muco protetor aderido a2 mucosa gastrica, em
animais submetidos ao modelo de tulcera induzida por etanol absoluto (ANOVA

Fisap= 14,13 p <0,001. Teste de Duncan *p < 0,03; ** p <0,001)
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6.1.4.2. Fracao FABrac

Em outro experimento, a f‘raqﬁo FAByac foi administrada também por via oral, na
dose de 200 mg/Kg, porém sem nenhum indutor de ulceragio, sendo avaliada a produgdo
basal de muco aderido a mucosa gastrica. Foi observado um aumento de 80%, da
quantidade de muco. Os dados obtidos estio expressos na tabela 9 e no grafico 9, como
meédia * erro padrdo da média (epm), cfa quantidade de muco, expressa em pg de Alcian

Blue / g tecido gastrico, para cada grupo de tratamento.

TABELA 9: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e da fragdo FABpac. sobre a producdo basal de
muco protetor aderido 4 mucosa gastrica em ratos

Dose Quantidade de muco Aumento do
Tratamento (mg/kg) n  (pg Alcian Blue/ gtecido) muco (%)
Controle 5 52.6+3,5 ---
Carbenoxolona 200 5 <+ 109,7£13,3 ** 108,8
FABLac 200 5 94,6 +43* 80,0

ANOVA F:1= 12,67 p<0,01. Teste de Duncan *p < 0,01; ** p < 0,001

Quantidide de muco
(g Alcian Blue/ gtecido)
8
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GRAFICO 9: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona e¢ da fragdo FAB| ... sobre a
produgao basal de muco protetor aderido a mucosa gastrica em ratos (ANOVA Fi2 1o
=12,67 p<0,0]1. Teste de Duncan *p <0.,01; ** p <0,001)
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6.1.5. Ligadura do piloro: determinacao do volume, concentra¢ao hidrogenidénica

e atividade péptica do suco gastrico
6.1.5.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina

A administrac@o intraduodenal da dihidro-epideoxiarteanuina b (50 mg/kg) e da
deoxiartemisinina (100 mg/kg) em ratos.com ligadura pilérica ndo reduziu o volume de
secrecdo gastrica. Na avaliagdo da concentragio hidrogenionica do conteudo gastrico
coletado, foi observada uma r'cdug',ic, de 45,9%, somente no grupo de animais tratados com
a deoxiartemisinina. Na determinagdo da atividade péptica do conteido géstrico, foi
observado um aumento da concentragio de tirosina detectada, equivalente a 80,8 e 40,7%
nos grupos de animais tratados com a dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina,
respectivamente. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 10, como média + erro
padrdo da média (epm) do volume (mL), da @ncentracio hidrogenidnica (mEq/L/4 h) e da
atividade péptica (pg tirosina / mL), para cada um dos grupos de tratamento e no grafico
10, como porcentagem de variagdo dos parametros analisados em relagdo ao g'rulpo

controle negativo.

TABELA 10: Efeito da administracdo intraduodenal da cimetidina, da dihidro-epideoxiarteanuina b ¢
da deoxiartemisinina sobre o volume., a concentracdo hidrogenidnica e atividade

péptica do conteudo gastrico no modelo de ligadura do piloro

Atividade
Dose Volume de H" péptica

Tratamento (mg/kg) n secregdo (mL) (mEq/L/4h) pg tirosina/ mL
Salina - 32+16 113,2+9,6 583+11,0
Cimetidina 100 3 1,4£0,3 320£72%% 223+26%*
Dihidro-
cpideoxiarieanina b 50 5 1.7+0,8 872+192 1054+ 62 ***
Deoxiartemisinina 100 5 1.8+0,7 61,2+52* 820+40%

Volume: ANOVA F.;35=0.70 p>005.

H ANOVAF (1;5,=8.20 p<0,0l. Teste de Duncan *p < 0,01: ** p < 0.00].

Atividade péptica: ANOVAF (35,= 31,45 p <0,001. Teste de Duncan *p < 0,05: ** p <0,01:
*¥% 5 <0,001.
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Cimetidina (100 mg/kg, id)
Z Dihidro-epideoxiarteanuina b (50 mg/kg, id)
[.77] Deoxiartemisinina (100 mg/kg id)

hidrogenionica
> (mEq/V/4 b)

b

L . Coneentragio
[

§ Atividade péptica
{ (mg tirosina / ml)

Porcentagemde Variagdo

(emrclagdio ao controlc)

GRAFICO 10: Efeito da administragio intraduodenal da cimetidina, da dihidro-
epideoxiarteanuina b e da deoxiartemisinina sobre o volume, a concentragio
hidrogenidnica e atividade péptica do conteudo gastrico no modelo de ligadura

do piloro

6.1.6. Medida da agregacio plaquetaria

6.1.6.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina

A dihidro-epideoxiarteanuina b teve a sua atividade avaliada sobre a agregagio
plaquetaria, determinada fotometricamente e que foi induzida pelo ADP (10 uL, 4 uM) no
PRP ou plasma rico em plaquetas (400 pL).

Esta substancia foi solubilizada e quando adicionada ao PRP + ADP, nos volumes
de 10 e 20 pL e na concentragio de 40 puM, apresentou valores de amplitude de agregagao,
equivalentes a 74 e 63%, respectivamente, comparados com um valor de 56%, quando foi
adicionado somente o ADP. Foi observada portanto, uma atividade potencializadora da
dihidro-epideoxiarteanuina b, sobre a agregagao plaquetaria induzida pelo ADP.

Esta potencializagao foi revertida quando a dihidro-epideoxiarteanuina foi

adicionada (10 pL, 40 uM) no PRP previamente adicionado de ADP e indometacina, tendo
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sido observado um valor de amplitude de agregagdo, que foi equivalente a 39%, muito
proximos aquele observado, de 34%, quando a indometacina foi adiciofxada no PRP,
somente em presen¢a de ADP.

Os dados obtidos estdo expressos na tabela 11, que relaciona os tratamentos e a

amplitude de agregagao (%).

TABELA 11: Efeito da adigio da djhidr})-epideoxianeanuina b sobre a agregacdo plaquetaria

induzida pelo ADP, na auséncia ¢ presenga de indometacina

Concentragdes Amplitude de

Tratamento | (uM) agregacao (%)
ADP 4 56
ADP + dihidro-epideoxiarteanuina b 4/40 74
ADP + dihidro-epideoxiarteanuina b 4/80 63
ADP + indometacina 4/30 34
ADP+ indometacina + dihidro-epideoxiarteanuina b 4/30/40 39

A deoxiartemisinina também teve a sua atividade avaliada sobre a agregagdo
plaquetaria, nas mesmas condigfes experimentais.

Esta substancia foi solubilizada e quando adicionada ao PRP + ADP, nos volumes
de 10 e 20 uL e na concentragio de 40 uM, apresentou valores de amplitude de agregagao,
equivalentes a 48 e 66%. respectivamente, comparados com um valor de 45%, quando foi
adicionado somente o ADP. Foi observada portanto, uma atividade potencializadora da
deoxiartemisinina, sobre a agregagdo plaquetaria induzida pelo ADP, quando fo1
adicionada no volume de 20 uL.

Esta potencializagdo também revertida quando a deoxiartemisinina foi adicionada
(20 uL, 40 uM) no PRP previamente adicionado de ADP e indometacina, tendo sido
observado um valor de amplitude de agregagdo, que foi equivalente a 35%, muito
proximos aquele observado, de 34%, quando a indometacina foi adicionada no PRP,

somente em presenga de ADP.
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Os dados obtidos estdo expressos na tabela 12, que relaciona os tratamentos e a

amplitude de agregagio (%).

TABELA 12: Efeito da adi¢do da deoxiartemisinina a agregagdo plaquetaria induzida pelo

ADP, na auséncia e presenca de indometacina

Concentragdes Amplitude de

Tratamento (uM) agregacdo (%)
ADP 4 45
ADP + deoxiartemisinina 4/40 48
ADP + deoxiartemisinina 4/80 63
ADP + indometacina , 4/30 34
ADP+ indometacina + deoxiartemisinina 4/30/80 35

6.1.7. Determinagao quantitativa do conteiido de prostaglandina E: (PGE:) da

mucosa gastrica de ratos
6.1.7.1. Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina

Neste modelo experimental, foram avaliados os efeitos da administragdo oral da
dihidro-epideoxiarteanuina b e da deoxiartemisinina, com e sem a administragdo prévia de
indometacina. Somente a dihidro-epideoxiarteanuina b foi capaz de promover um aumento
do contetido de prostaglandinas E; na mucosa gastrica de 61,1%. Os resultados estdo
expressos na tabela 13, como média + erro padrdo da média da quantidade de PGE; por

grama de tecido glandular gastrico.
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TABELA 13: Efeito da administragdo oral da carbenoxolona. da dihidro-epideoxiarteanuina b e da

deoxiartemisinina, obtidos das partes aéreas de Arremisia annua L sobre a quantidade de

prostaglandina do tipo E» (PGE-) da mucosa gastrica de ratos

Tratamento sc Dose PGE: Variagdo
+ (mg/kg, vo) N pe/g tecido percentual
tratamento vo (média % epm) da PGE- -
%)
Salina + salina o 4 318.15 £ 79,21 L
Salina + carbenoxolona 200 ) 423,86 + 13,79* 332
Salina + dihidro-
epideoxiarteanuina b 50 3 512,59 + 125,82 ** 61,1
Salina + deoxiartemisinina 100 4 271.31 87,39 o
Indometacina + salina 4 48,90 £ 2.1 2%** o
Indometacina + dihidro-
epideoxiarteanuina b 5 4 71,95 £ 15.9]1%** o
Indometacina + 100 4 63,83 £ 6.6]1***

deoxiartemisinina

ANOVA Figan=34.11 p<0,001. Teste de Duncan: *p < 0.03. **p < 0.01. *¥*p < 0,001
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6.2. Fitoquimica

A fragdo lactonas (Frac), obtida do extrato bruto hidroetandlico, foi purificada
fornecendo as fragdes F1Apac, F1Brac, F1Ciac € F1Dpac. A partir dos procedimentos de
purificagdo da F1Crac € F1Dypac, foram isoladas as lactonas sesquiterpénicas identificadas

como dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina, cujas estruturas quimicas estdo

2

representadas na figura 3.

CLEITE ]

"""i:li' .
s

0 (0]

Dihidro-epideoxiarteanuina b Deoxiartemisinina

FIGURA 3: Estruturas quimicas das lactonas sesquiterpénicas isoladas das fragdes F1Ciac €
F1Dgac

6.2.1. Deoxiartemisinina

A fragdo F1D_ac, enriquecida em deoxiartemisinina, foi purificada inicialmente por
cromatografia em coluna classica. A figura 4 mostra perfil cromatografico da fragdo

F1Dyac, indicando a presenga da deoxiartemisinina.
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reoxiartemisinina 4—
(Padrdo)

+— Deoxiartemisinina

FIGURA 4: Perfil por cromatografia de camada delgada da F1Dpac, indicando a presenga da
deoxiartemisinina (Fase mével: diclorometano / metanol 1%)

Na eluigdo da coluna classica foram obtidas varias subfrages e por monitoramento
em cromatografia de camada delgada, algumas delas foram reunidas, em duas fragdes
enriquecidas em deoxiartemisinina, sendo que uma delas, apresentou também a presenca
da artemisinina. A figura 5 demonstra o perfil cromatografico das subfragdes coletadas da
coluna classica, indicando aquelas que foram reunidas para constituir as duas fragdes
enriquecidas em deoxiartemisinina. Os perfis cromatograficos destas duas fragdes, estdo

representados na figura 6.
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Fra¢do 1 Fragdo 2

FIGURA 5: Perfil por cromatografia de camada delgada das subfragdes coletadas das colunas
classicas, utilizadas na purificagdo da F1D;c, obtida da fragdo enriquecida em
lactonas sesquiterpénicas Fyac. Fragdo 1, isenta de artemisinina ¢ Fragdo 2, contendo
artemisinina. (Fase movel: diclorometano / metanol 1%)

Fragao 2
Fragdo 1 =R

FIGURA 6: Perfil por cromatografia de camada delgada das fragdes 1 e 2, com auséncia e
presenga de artemisinina, respectivamente, obtidas da reunido de subfragdes coletadas
a partir da eluigdo da coluna classica, utilizada na purificagdo da F1Dpac, obtida da

frag3o enriquecida em lactonas sesquiterpénicas. (Fase Movel: diclorometano /
metanol 1%)
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Para separar a artemisinina e isolar deoxiartemisinina, foi utilizada uma coluna
cromatografica seca. A figura 7 demonstra a cromatografia de camada delgada, utilizada

como guia para o corte da coluna seca.

Artemisinina
Deoxiartemisinina

FIGURA 7: Cromatografia em camada delgada utilizada como guia para o corte da coluna
cromatografica seca, para a separagdo da deoxiartemisinina e artemisinina

(Fase movel: diclorometano / metanol 1%)

Apbs estes procedimentos, a deoxiartemisinina foi isolada em forma de cristal
branco, com ponto de fusdo de 109-111°C. No espectro de massas, apresentou um ion
molecular em m/z 266. A rotagao Otica especifica (0,045 g/mL) em diclorometano, medida
no equipamento Polamat com lampada de sodio, foi de —149°. No espectro de
infravermelho, foi observada a carbonila da lactona em 1747,7 cm-1. No espectro de
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio, foram observadas as metilas em & 1,53 ¢
1,15. Estes dados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura (JUNG, 1986). A
figura 8 apresenta o perfil cromatografico e respectivo espectro de massas, obtido em
CG/EM (HP 5980 / HP5970) e as figuras 9 e 10, os espectros de ressondncia magnética

nuclear de hidrogénio (RMN'H) e carbono-13 (RMN"C), da deoxiartemisinina, obtidos no
equipamento INOVA 500.
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deoxiartemisinina, obtido por CG/EM (HP3980 / HP 5870)
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FIGURA 10: Espectro de ressonincia magnética nuclear de carbono-13 (125.,7 MHz) da

deoxiartemisinina

6.2.2. Dihidro-epideoxiarteanuina b

A frag@o F1Cpac, enriquecida em dihidro-epideoxiarteanuina b, foi purificada por
cromatografia em coluna classica. As figuras 11 e 12, demonstram o monitoramento feito
em cromatografia em camada delgada, de algumas subfragdes coletadas da coluna classica,

até o isolamento da dihidro-epideoxiarteanuina b pura.
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i

Fl

FIGURA 11: Cromatografia em camada delgada obtida no monitoramento da purificagdo da
fragio F1Cpac para a obtengdo de uma subfragdo enriquecida em dihidro-
epideoxiarteanuina b (F3)

Dihidro-epideoxiarteanuina b

FIGURA 12: Cromatografia em camada delgada obtida no monitoramento da purificagdo da
fragdo F1Cpac para a obtengdo da dihidro-epideoxiarteanuina b, a partir de
subfragdes enriquecidas em dihidro-epideoxiarteanuina b (F3)

Com estes procedimentos, a dihidro-epideoxiarteanuina b foi isolada numa forma
oleosa e identificada pela comparagio de seus de CG/MS, RMN "H e RMN "*C com os da
literatura (BROWN, 1992). No espectro de massas, foi observado o ion molecular em m/z

234. No espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio, foram observados a
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metila em & 1.15 e 1,75 relativas as metila ligada a dupla ligagdo e metila o a lactona
respectivamente. A rotagdo Otica especifica em cloroformio (Smg/mL) foi 49,96°. A figura
13, demonstra o espectro de massas e as figuras 14 e 15 representam, respectivamente, os
espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono-13, da dihidro-

epideoxiarteanuina b.

Scan 1782 (23.020 min): FR-5-CILD

400000 4
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FIGURA 13: Espectro de massas da dihidro-epideoxiarteanuina b. obtido por CG/EM
(HP5980 / HP 5870)
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A Artemisia annua L., espécie vegetal que constitui o alvo de estudo deste trabalho,
vem sendo estudada ha mais de dez anos, no CPQBA/UNICAMP, de forma
multidisciplinar, envolvendo profissionais das Divisdes de Agrotecnologia, Fitoquimica,
Farmacologia e Toxicologia € Microbiologia.

Estes estudos envolveram inicialmente o melhoramento genético da espécie, com a
obtengdao de um hibrido e ainda, a sua aclimatagdo no campo de cultivo experimental da
Divisdo de Agrotecnologia, com o objetivo de otimizar, pela espécie vegetal, a produgao
de artemisinina, o principio ativo com atividade antimalarica (MAGALHAES et al., 1997).
Adicionalmente, foram realizados alguns trabalhos para a verificagdo da interferéncia da
nutri¢@go mineral na produgao de artemisinina, também com o objetivo da otimizag@o da
sintese deste composto pela planta (FIGUEIRA et al, 1996) e ainda, um amplo estudo
sobre a variagdo sazonal da produgdo de algumas substancias pela espécie (FOGLIO,
1996).

Na sequéncia da obtengdo deste hibrido, foi obtido o registro de uma patente,
devido ao desenvolvimento de um importante processo de otimizagdo da extragdo e

isolamento da artemisinina em grande escala e posterior transformagio da mesma, em
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derivados semi-sintéticos, que apresentam algumas vantagens farmacocinéticas (FOGLIO
et al., 1998). ’

Portanto, os trabalhos agronémico e fitoquimico em larga escala e a observagio de
que, outras espécies do género Artemisia, como a Artemisia douglasiana Besser,
apresentam atividade antiulcerogénica gastrica devido a presenga de lactonas -
sesquiterpénicas, motivaram este trabalho, que teve como objetivos iniciais, a investigagdo
da atividade antiulcerogénica da Artemisia annua L. e a identificagdo inicial, de fragdes
semipurificadas, que concentrassem os principios ativos responsaveis por esta atividade.

Uma das primeiras etapas, foi a identificagdio da presenca da atividade
antiulcerogénica em extratos brutos da espécie (DIAS, 1997) e sequencialmente, a
verificagdo da possibilidade de que, a propria artemisinina, o principio ativo antimalarico,
fosse também a responsavel pela atividade antiulcerogénica observada nos extratos brutos.
Quando a artemisinina foi administrada por via oral, no modelo de ulcera induzida por
etanol, ndo foi observada nenhuma inibigao das lesdes ulcerativas produzidas, ocorrendo
até mesmo um discreto aumento destas lesdes. Este aumento pode ser justificado, pelo fato
da artemisinina ser capaz de formar um radical livre a partir de seu grupamento
endoperoxido, o que pode causar lesGes as células vivas de uma maneira geral. (FOGLIO
et al., 2002).

Esta informagdo impulsionou ainda mais a continuidade deste trabalho, devido a

possibilidade de identificagdo de novos principios ativos na espécie.

Os extratos brutos ja mencionados anteriormente e algumas fragdes semipurificadas
obtidos das partes aéreas de Artemisia annua L., demonstraram atividade antiulcerogénica
em diferentes modelos experimentais. Estes extratos foram fracionados com o objetivo de
obter fragdes semipurificadas que concentrassem os principios ativos antiulcerogénicos.
Com estas fragGes semipurificadas, foram realizados alguns experimentos que fornecessem
um indicativo sobre o mecanismo de agdo antiulcerogénica dos principios ativos da
especie.

Basicamente, existem dois mecanismos de agdo para as substdncias
antiulcerogénicas. O primeiro deles, € relacionado ao controle da secregdo acida gastrica e
o segundo, aos mecanismos que aumentam a resisténcia da mucosa contra fatores
agressivos enddgenos e exogenos, podendo interferir ou ndo, com o controle da secre¢do
acida (ALLEN, 1993).
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Pelo fato das fragdes semipurificadas terem apresentado atividade antiulcerogénica
no modelo de ulcera induzida por etanol, a primeira hipotese avaliada foi uma interferéncia
das mesmas sobre os fatores citoprotetores, como o Oxido nitrico, as substancias
sulfidrilicas ndo proteicas e as prostaglandinas. Este modelo experimental € de grande
importdncia para a identificagio de substdncias que possuem a sua atividade
antiulcerogénica devido aos mecanismos citoprotetores, ou seja, aqueles que protegem a
mucosa gastrica, sem necessariamente interferir com o controle da secre¢do acida gastrica
(ROBERT, 1979). De acordo com os resultados obtidos, foi levantada a hipotese de que o .
mecanismo de agdo estivesse relacionado com uma interferéncia sobre a sintese de
prostaglandinas (DIAS, 1997; DIAS et al., 2001).

A partir desta observagéo, este trabalho foi continuado com o objetivo de isolar e
identificar quimica e farmacologicamente o(s) principio(s) ativo(s) antiulcerogénico(s) da
espécie e ainda, de determinar de uma forma mais especifica, 0 mecanismo de agdo
envolvido por meio de modelos experimentais.

Uma frag@o enriquecida em lactonas sesquiterpénicas foi obtida do extrato bruto
hidroetandlico, sendo posieriormente submetida aos procedimentos de purificagido
cromatografica, fornecendo quatro fragGes denominadas F1Apac, FIBpac, FICpsc e
F1DLac, que apresentaram atividade antiulcerogénica no modelo de ulcera induzida por
etanol em ratos.

As fragoes F1Cpac e FIDpac foram repurificadas também por colunas
cromatograficas até que foram isoladas respectivamente, as lactonas sesquiterpénicas
denominadas dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina, que constituiam
componentes majoritarios nas referidas fragdes e que ja tinham sido identificadas em
outras fra¢Ges ativas avaliadas anteriormente (DIAS, 1997).

Ja as fragOes F1Apac, F1BLac foram avaliadas em seus perfis em cromatografia de
camada delgada e reunidas numa unica fragdo (FABpac), sendo submetidas a alguns
modelos experimentais em animais, sem que fosse até o momento, obtida alguma
substancia ativa isolada.

Na tentativa de estabelecer uma dose adequada para a realizagdo dos experimentos
em animais, dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina foram administradas por via
oral em diferentes doses no modelo de tlcera induzida por etanol. Os valores de dose

efetiva 50% (DEs), calculados por regressdo linear, foram equivalentes a 55,6 e 88,7
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mg/Kg, respectivamente, sendo portanto, a dihidro-epideoxiarteanuina b, a substancia mais
potente. .

A fragdo FAByac, obtida no processo de purificagdo cromatografica da Frac e a
deoxiartemisinina, foram administradas por via intraperitoneal no modelo de ulcera
induzida por etanol, apresentando inibigdes do indice de lesdes ulcerativas equivalentes a
47,5 e 40,3%, respectivamente. A fragao FABpac foi pﬁriﬁcada em coluna cromatografica,
fornecendo quatro fragdes denominadas F1Aap, F1B.p, FICas € F1Dap, que foram
administradas também pela via intraperitoneal em modelo de tlcera induzida por etanol
absoluto em ratos. Nestas condigOes experimentais, somente F1Aap ndo apresentou
atividade antiulcerogénica. As demais, FIBag, F1Cap e F1Dap reduziram o indice de
lesdes ulcerativas em 79,4, 86,6 e 72,1, respectivamente. A observagao de que as fragdes
FABLsc e suas derivadas e também a deoxiartemisinina terem apresentado atividade
antiulcerogénica quando administradas por via intraperitoneal, indica a presenga de
principios ativos que possuem uma atividade sistémica importante, descartando a hipotese
de que o efeito antiulcerogénico seja devido a uma citoprotegdo adaptativa, na qual
algumas substincias consideradas como irritantes suaves da mucosa gastrica, sendo
administrados por via oral e desta forma, entrando em contato com a mesma,
desencadeiam a produg@o de prostaglandinas, que sdo substdncias citoprotetoras endogenas
(ROBERT et al., 1983).

Dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina também foram submetidas ao
modelo de tlcera induzida por etanol absoluto com prévio tratamento dos animais com
indometacina, um antiinflamatério ndo esteroidal, que inibe a atividade da ciclooxigenase
constitutiva, uma das isoformas desta enzima, responsavel pela etapa final da sintese de
prostaglandinas a partir do acido araquidénico, liberado dos fosfolipideos da membrana
celular (KONTUREK et al, 1995). Nestas condigbes experimentais, estas duas lactonas
sesquiterpénicas ndo mais apresentaram a atividade antiulcerogénica anteriormente
observada reforgando a hipotese levantada anteriormente ainda com fragoes
semipurificadas, de que o mecanismo de agdo antiulcerogénica estd relacionado com o
aumento da sintese de prostaglandinas na mucosa gastrica (DIAS, 1997; DIAS et al,
2001).

Para investigar mais profundamente esta possibilidade, foi realizada a determinagao
quantitativa do muco protetor. Na mucosa géastrica, existem dois tipos de muco, sendo que

um deles é considerado luminal, sendo facilmente removido e por isto, ndo apresentando
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propriedades citoprotetoras especificas. Este tipo de muco participa sobretudo como um
lubrificante, protegendo a mucosa gastrica confra as forcas mecanicas do processo de
digestdo. O outro, aderido a mucosa gastrica, é constituido” por uma camada de
glicoproteinas em forma de um gel, insoluvel em agua, que protege a mucosa das agressoes
provocadas pelo acido cloridrico e pela pepsina (SELLERS et al., 1986). A produgdo de
muco em geral, principalmente aquele aderido a mucosa, € estimulada pelas
prostaglandinas (DUBOIS et al., 1996).'?0 acido acetilsalicilico e outros antiinflamatoérios
ndo esteroidais, inibidores da ciclooxigenase e consequentemente da sintese de
prostaglandinas, diminuem a quantidade de muco protetor e ainda, interferem sobre as
caracteristicas fisico-quimicas da camada glicoproteica (SCHEIMAN, 1996). Os grupos de
animais tratados por via oral, com a dihidro-epideoxiarteanuina b e deoxiartemisinina, no
modelo de tlcera induzida por etanol, apresentaram um aumento de 34,9e de 23,2%,
reforgando portanto, a possibilidade de interferéncia destes dois principios ativos com o
aumento da sintese de prostaglandinas pela mucosa gastrica. Adicionalmente, a Fragdo
FAB sc também foi administrada por via oral em animais, porém sem nenhum indutor de
ulceragao, apresentando um aumento de 80%, da quantidade de muco.

De acordo com as observagdes anteriores, que indicavam que o mecanismo de agao
antiulcerogénica da dihidro-epideoxiarteanuina b e da deoxiartemisinina estava relacionado
com a sintese de prostaglandinas, foi realizada a avaliagdo da agregacdo plaquetéria no
plasma enriquecido em plaquetas, obtido de sangue humano. As duas lactonas
sesquiterpénicas foram capazes de potencializar a agregag@o plaquetaria induzida pelo
ADP (difosfato de adenosina), sendo que esta potencializagdo foi revertida quando
realizada a administragdo prévia de indometacina. As plaquetas possuem no seu aparato
enzimatico, a ciclooxigenase, na sua isofroma COX-1 ou constitutiva, que € a responsavel,
principalmente, pela sintese tromboxano A, um importante agente endogeno estimulador
da agregagdo plaquetiria (MORROW e ROBERTS, 2003). A potencializagdo observada
pode portanto, ser devida a uma estimulagdo da COX-1 e consequente aumento da
produgdo de tromboxano A,. Este dado é reforgado pela observagdo da reversdao desta
atividade potencializadora, quando da administragéo prévia de indometacina, que bloqueia
a ciclooxigenase, diminuindo a producdo de tromboxano A; e consequentemente, a
agregacdo plaquetaria. Portanto, a dihidro-epideoxiarteanuina b e a deoxiartemisinina

parecem estimular a atividade da ciclooxigenase. Desta forma, estas substancias poderiam
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entdo, proporcionar um aumento da produgdo de prostaglandinas no estdmago, que
possuem fungdo citoprotetora.

Na determinagdo quantitativa, por meio de ensaio imunoenzimatico, do contetdo de
prostaglandina do tipo E; (PGE3) na mucosa gastrica de ratos, foi observado um aumento
de 61,1% no conteiido desta substancia endogena na mucosa gastrica, somente no grupo de
animais tratados com a dihidro-epideoxiarteanuina b, quando comparados com o grubo
controle, que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento prévio. Porém, quando foram
avaliadas as produgdes de PGE; em grupos de animais que receberam um tratamento
prévio com indometacina, um antiinflamatério ndo esteroidal, que inibe a sintese de
prostaglandinas, foi observado um aumento da produgio de PGE,, nos grupos de animais
que receberam o tratamento oral tanto com a dihidro-epideoxiarteanuina b, quanto com a
deoxiartemisinina, equivalente a 47,1 e 30,5%, respectivamente. Desta forma, ainda foi

possivel considerar a interferéncia da deoxiartemisinina na sintese de prostaglandinas.

Além de todos estes modelos experimentais especificos para a identificagdo de
substancias citoprotetoras, foi também realizado o modelo de ligadura do piloro em ratos,
para avaliar uma possivel atividade das lactonas sesquiterpénicas isoladas da Artemisia
annua L., sobre o controle da secre¢do acida. No conteudo gastrico coletado, ndo foi
observada nenhuma alteragdo em relagdo ao volume de secregdo nos grupos de animais
tratados com a dihidro-epideoxiarteanuina b e com a deoxiartemisinina. Somente 0 grupo
de animais tratados com a deoxiartemisinina apresentou uma redugdo da concentragdo
hidrogenidnica equivalente a 45,9%. Porém, quando foi avaliada a atividade péptica, foi
observado um aumento significativo da quantidade tirosina detectada, equivalente a 80,8 e
40,7%, respectivamente nos grupos de animais tratados com a dihidro-epideoxiarteanuina
b e com a deoxiartemisinina. Este resultado também reforga a possibilidade de uma
interferéncia destas substdncias com a sintese de prostaglandinas, pois farmacos que
promovem o chamado fendmeno de citoprotegio. podem protege r a mucosa gastrica, por
diminuir ou ndo, a secrecdo acida gastrica. Além disto, o aumento das prostaglandinas
locais promovem aumento da atividade péptica (GRITTI et al., 2000), detectado nos

grupos de animais tratados com a dihidro-epideoxiarteanuina b e com a deoxiartemisinina.




TILACHAS ™

() trabaino ritoquimico resuitou no isolamento e na identificacdo. inicialmente. da
dihidro-epideoxiarteanuina b e da deoxiartemisinina. podendo ainda ser identificados
outros compostos ativos presentes na fracdo FABpac. Os resultados obtidos nos
experimentos farmacologicos indicaram que a espécie vegetal apresenta atividade
antiulcerogénica, que envolvem varias substincias quimicas, podendo ser estabelecido um
sinergismo de agdo farmacoldgica, quando a planta € utilizada inteira oiz na forma de
preparados brutos. Porém ¢é importanté ressaltar a atividade antiulcerogénica observada
“quando dihidro-epideoxiarteanuina b e da deoxiartemisinina foram avaliadas isoladamente
nos modelos experimentais de indug@o de tlcera gastrica.

Os resultados obtidos reforgaram a afirmagdo de que o reino vegetal constitui
certamente, uma enorme fonte de novas substdncias ativas, que podem ser tteis para o
desenvolvimento de novos medicamentos, depois de avaliadas as vantagens terapéuticas e

toxicologicas, a partir de dados coletados nos testes pré clinicos e clinicos. .
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Conclusao

A Artemisia annua L., espécie vegetal pertencente a familia Asteraceae, apresenta
atividade antiulcerogénica gastrica devido a presenca de varios principios ativos, incluindo
as lactonas  sesquiterpénicas  denominadas  dihidro-epideoxiarteanuina b e
deoxiartemisinina.

Estas substdncias possuem um mecanismo de agdo antiulcerogénica possivelmente
relacionado com a interferéncia com os mecanismo citoprotetores da mucosa gastrica,

promovendo um aumento da sintese de prostaglandinas locais.
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The resulting enriched sesquiterpene lactone fraction and the crude ethanol extract of Artemisia annua
L. aerial parts. showed antiulcerogenic activity when administered orally. on the indomethacin induced
ulcer in rats. The sesquiterpene lactone fraction yielded three different polarity fractions on column
chromatography as follows: non-polar, medium polarity and polar fraction. When submitted to the same
indomethacin-induced ulcer in rats they resulted in different levels of inhibition of the ulcerative lesion
index. The participation of nitric oxide was evaluated on an ethanol-induced ulcer model which had a
previous administration of L-NAME, a NO-synthase inhibitor. Under these conditions, the medium polar-
ity fraction maintained the antiulcerogenic activity, suggesting that nitric oxide could not be involved in
the antiulcerogenic activity. When the animal groups were treated with N-ethylmaleimide, an alkylator
of sulphhydryl groups, using the same experimental model, the medium polarity fraction maintained its
antiulcerogenic activity. suggesting that the pharmacological mechanism is not related to non-protein sul-
phydryl compounds. On the ethanol-induced ulcer with previous indomethacin treatment, the medium
polarity fraction lost its antiulcerogenic activity indicating that the active compounds of Artemisia annua
L. increase the prostaglandin levels in the gastric mucosa. This hypothesis was reinforced by an increase
of adherent mucus production’ by the gastric mucosa, produced by the medium polarity fraction on the
hypothermic restraint stress induced ulcer model. Copyright . 2001 John Wiley & Sons, Ltd.

Kexwords: Artentisia annue: antiuleer activity: medicinal plant.

Introduction

Artemisia annua L. has been used in Chinese folk
medicine for many centuries to treat malaria. The plant’s
activity was attributed to artemisinine. a sesquiterpene
lactone with an endoperoxide group (Klayman, 1985).

The crude plant extracts of Artemisia douglasiana L.
significantly prevented the formation of gastric lesions
induced by necrotizing agents. The sesquiterpene lac-
tone. dehydroleucodine. present in the species is believed
to be responsible for the cytoprotective effect observed.
Two difterent pathwayvs. an increase of prostaglandin
levels and of non-protein sulphhydryl compounds in the
castric mucosa were shown to be involved in this
protective mechanism (Guardia er al., 1994).

With this information in mind we proposed to study the
antiulcer activity of crude ethanol extract and prepurified
fractions of Artemisia annua L.

Material and methods

Plant material. The aerial paris of Artemisia annua L

* Comrespondence 10: Dr P, C. Dias. CPQBA-UNICAMP. Caixs Postal 6171
CEP 132083 970 Campinas. Sio Paulo. Brasil.
E-muil: putricia@ cpgba.unicamp.br

Copyright ¢ 2001 John Wiley & Sons. Lid.

were collected from the experimental fields of CPQBA/
UNICANMIP. A voucher specimen is deposited at CPQBA/
UNICAMP under registration number 229. The plant
material was allowed to dry under air circulation (40°C)
and ground prior to use.

Preparation of crude ethanol extract. Dried ground
plant material (500 g) was extracted with three portions
of ethanol (700 mL). After filtration. the ethanol solution
was evaporated at 40 °C under vacuum. to give the crude
ethanol extract.

Extraction and isolation of active fractions. Dried
ground plant material (500 ) was extracted with three
portions of ethanol (700 mL). The ethanol solution was
evaporated and concentrated to a reduced volume
(100 mL). which was added to a 10% solution of lead
acetate. This mixture was stood at room temperature for
30min and filtered. The filtrate was extracted with
chloroform (3 x 30 mL). dried over MgSO, and evapo-
rated to dryness to give the sesquiterpene lactone fraction

(SLF), nccordmo to the method of Lonergan er al. (1992).
The sesquiterpene lactone fraction was purified by
column chromatography over silicagel 60 (Merck 7734)
using a hexane/ethyl acetate uradlenl into three fractions.
The non-polar fraction (NP), medium polar fraction
Received 13 October 1999
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(MPF) and polar fraction (PF) were submitted to gas
chromatography and biological assays.

Chromatographic analysis. The GC/MS analysis was
carried out using a HP-5890/5970 system equipped with a
J&W Scientific DB-5 fused capillary column (25
m x 0.2mm x 0.33 m). The temperature programme
was 40°C (5°C/min)-300°C (10 min). The injector was
equal to 250°C and the detector temperature was equal to
300°C. Helium was used as a carrier gas (0.7 bar, | mL/
min). The MS were taken at 70eV. The scanning speed
was 0.84 scans/s from 40 to 550. The sample volume was
1 pl.

Animals. Male Wistar rats weighing 200-300 g were
fasted for 24 h before each experiment. and had free
access to water. These animals were maintained under
standard conditions of light (12 h light. 12 dark) and
temperature (20°C). for at least 7 days before the
experiments. ‘

Indomethacin induced ulcer. The animals were divided
in groups according to the respective treatment. After
30 min of oral treatment. indomethacin (30 mg/kg) was
administered subcutaneously to all groups of animals.
After 4h. the animals were Kkilled. their stomachs
removed and opened along the greater curvature (Dias
er al., 2000). The ulcerative lesion index (ULI) of each
animal was calculated by adding the following values,
according to the method described by Gamberini ez al.,
(1991).

Loss of normal morphology 1 point
Discoloration of mucosa 1 point
Mucosal edema 1 point
Haemorrhages | point
Petechial points (£9) 2 points
Petechial points (>10) . 3points
Ulcers (<1 mm) % 2 points
Ulcers (=1 mm) nx 3 points
Perforated ulcers n x 4 points

*number of ulcers found

Absolute ethanol induced ulcer. The animals were
divided in groups according to the respective treatment.
After 30 min of oral treaument, each animal received
1 mL of absolute ethanol orally, according to method
described by Robert (1979). After a lapse of | h, the
animals were killed and their stomachs removed and
opened along the greater curvature. The ulcerative lesion
index was determined by the method described by
Gamberini e7 al. (1991).

Hypothermic restraint stress induced ulcers. The
animals were divided in groups according to the
respective trearment. After 30 min of oral treatment. the
animal’s front and hind paws were immobilized with tape
and put into boxes. Afterwards they were introduced to a
refrigerated room at 4°C for a period of 2 h. After 2 h. the
animals were killed, their siomachs removed and opened
along the greater curvature (Levine. 1971). The ulcera-
tive lesion index of each animal was calculated,
according to the method described by Gamberini e al.
(1991).

Determination of the role of nitric oxide in the

cytoprotection afforded by Artemisia annua L. The
animals were divided in groups according to the
respective treatment. The control group received an
intravenous injection of saline solution, and the others an
injection of L-NAME (N.- L-arginine methy! ester). by
the same route, at a dose of 5 mg/kg. After 30 min. all
animal groups received orally the respective treatment.
After | h, the animals were orally administered | mL of
absolute ethanol (Konturek et al., 1995). These animals
were killed 1h later and their stomachs removed and
opened along the greater curvature. The lesions were
evaluated and the ulcerative index lesion (ULI) was
calculated according to the method described by
Gamberini er al. (1991).

Determination of the role of mucosa non-protein
sulphhydryl (SH) compounds in the cytoprotection
afforded- by Arfemisia annua L. The animals were
divided in groups according to the respective treatment.
The control group received a subcutaneous injection of
saline solution. and the others an injection of NEM (N-
ethylmaleimide). by the same route. at dose of 10 mg/kg.
After 30 min. all the animal groups received. the
respective treatment orally. After | h, the animals were
orally administered 1 mL of absolute ethanol. These
animals were Killed after 1 h. their stomachs removed and
opened along the greater curvature (Konturek er al.,
1995). The lesions were evaluated and the ulcerative
index lesion was calculated according to the method
described by Gamberini er al. (1991).

Determination of the role of prostaglandins in the
cytoprotection afforded by Artemisia annua L. The
animals were divided in groups according to the
respective treatment. The control group received an
intraperitoneal injection of saline solution, and the others
an injection of indomethacin (5 mg/kg) by the same
route. After 30 min. all animal groups received the
respective treatment orally. After 1 h. the animals were
orally administered 1 mL of absolute ethanol. These
animals were Killed | h later and their stomachs were
removed and opened along the greater curvature (Kon-
turek et al., 1995). The lesions were evaluated and the
ulcerative lesion index (ULI) was calculated according to
the method described by Gamberini er al. (1991).

Quantitative determination of the adherent mucus
thickness of the gastric mucosa. The animals were
divided in groups according to the oral treatment
employed. Thirty' minutes after the oral treatment. all
the groups were submitted to a hypothermic restraint
stress induced ulcer model (Levine. 1971). The glandular
segments from the stomachs which had been opened
along the greater curvature were removed and weighed.
Each segment was transferred immediately to 10 mL of
0.1% Alcian Blue solution tin 0.16M sucrose solution.
buffered with (.053M sodium acetate pH 3). After
immersion for 2 h. excess dye was removed by two
successive rinses with 10 mL of 0.23M of sucrose. first
for 15 and then for 45 min. Dye complexed with the
gastric wall mucus was extracted with 10mL of 0.5M
magnesium chloride by shaking intermittently for | min
at 30 min intervals for 2 h. Four millilitres of blue extract
was then shaken vigorously with an equal volume of
diethyl ether. The resulting emulsion was centrifuged at
3600 rpm for 10 min and the absorbance of the agueous
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Table 1. Effect of oral administration of cimetidine and the
crude ethanol extract (CEE), obtained from aerial parts of
Artemisia annua L., on indomethacin induced ulcer model

Dose ULl ULl inhibition
Treatment (mg/kg) n  (mean+ SEM) (%)
Saline 6 51.0+ 38
Cimetidine 100 6 6.6 +1.4° 88.8
CEE 500 6 242+ 4.2° 53.8

ANOVA Fi3 .15 = 43.48, p < 0.001. Duncan’s test: ® p <0.001.

layer was recorded at 580 nm, according to the modified
method described by Corne er al. (1974). The quantity of
Alcian Blue extracted per gram of wet glandular tissue
was then calculated.

Statistical analysis. The results- were expressed as
mean + SEM and the individual data were submitted to
one-way variance analysis with critical range at p < 0.05
and afterwards to Duncan’s test with the same critical
range.

RESULTS

The CEE (500 mg/kg) inhibited the ulcerative lesion
index by 53.8%. when administered orally to an
indomethacin-induced ulcer model. The data are ex-
pressed in Table 1. as mean = SEM.

Purification of CEE supplied an enriched sesquiterpene
lactone fraction (SLF), that on the same experimental
model inhibited the ulcerative lesion index by 86.1%.
The data are expressed in Table 2, as mean == SEM. The
same dose of SLF was administered subcutaneously to an
ethanol-induced ulcer model, presenting 59.8% ULI
inhibition. The data are expressed in Table 3, as
mean = SEM.

The SLF was separated in to three fractions, NP, MPF
and PF that when administered orally to an indometha-
cin-induced ulcer model, inhibited the ULI by 88.3%,
57.7% and 31.1%. respectively. The data are expressed in
Table 4, as mean = SEM. Analysis by CG/MS of the
three fractions demonstrated that the sesquiterpene
lactones were concentrated in the NP and MPF. Six
different doses of the MPF were tested to evaluate the
dose-response effect on an ethanol-induced ulcer model.
Inhibition values of 98.0%. 98.4%, 93.1%. 88.7%, 27.9%
and 34.4% of ULI were observed for doses of 500, 250,
125. 50. 25 and 10 mg/kg. respectively. The EDsq value.

Table 2. Effect of oral administration of cimetidine and the
sesquiterpene lactone enriched fraction (SLF), obtained
from the crude ethanol extract of aerial parts of Artemisia
annua L., on indomethacin induced ulcer mode!

Dose ULI UL! inhibition
Treatment (mgkg) n  (mean+SEM) (%)
Saline 6 43.2+7.9
Cimetidine 100 6 6.7+ 1.6° 845
SLF 500 6 6.0+ 1.8* 86.1

ANOVA Fa .o =1907 A =NNNT Nunran’e tack: 3 nans

Table 3. Effect of subcutaneous administration of the car-
benoxolone and the sesquiterpene lactone enriched fraction
(SLF), obtained from the crude ethanol extract of aerial
parts of Artemisia annua L., on ethanol induced ulcer model

Dose ULl ULI inhibition
Treatment (mg/kg) n (mean =SEM) (%)
Saline 438 =51
Carbenoxolone 200 4 253=4.7° 42.2
SLF 500 5 17.6=3.1° 59.8

QNOVA Fi211=10.19, p<0.01. Duncan’s test: ®p < 0.05;
p<0.01.

Table 4. Effect of oral administration of cimetidine and the
non-polar (NF), medium polarity (MPF) and polar (PF)
fractions, obtained from sesquiterpene lactone enriched
fraction (SLF) of aerial parts of Artemnisia annua L.. on
indomethacin induced ulcer model

Dose ULt ULI inhibition
Treatment (mgkg) n  (mean = SEM) (2:)
Saline 6 537 =77
Cimetidine 100 6 6.3=1.0° 88.3
UF 500 5 6.4=29° 88.1
MPF 500 6 227 =86.2° 57.7
PF 500 5 37.0= 14.4¢ 311

@NOVA Fis23=15.61, p<0.001. Duncan's tast: ? p < 0.05;
p<0.01;° p<0.001.

calculated by linear regression. was 43.91 mg/ke. The
data are expressed in Table 5. as mean = SEM.

The MPF on ethanol-induced ulcer. with previous
L-NAME treatment maintained the antiulcerogenic
activity, inhibiting the ULI by 87.1%. The data are
expressed in Table 6, as mean = SEM.

The MPF on ethanol induced ulcer. with previous
N-ethylmaleimide treatment maintained the antiulcero-
genic activity. inhibiting the ULI by 96.3%. The data are
expressed in Table 7, as mean = SEM.

In the ethanol induced ulcer model. with previous

Table 5. Effect of oral administration of MPF obtained
from sesquiterpene lactone enriched fraction (SLF) of
aerjal parts of Artemisia annua L., in six different dose
levels on ethanol induced ulcer model

Dose ULl ULl inhibitian

Treatment (mg/kg) n (mean = SENY) %z
Saline 10 494=49

Carbenoxolone 200 10 73=26° 85.2
MPF 500 4 1.0=0.0° 98.0
MPF 250 5 08=05" 98.4
MPF 125 5 34=07 93.1
MPF 50 5 56=26 88.7
MPF 25 5 356=49° 27.8
MPF 10 5 324=3°8° 34.4

hANO\’/\ﬂ:_ﬁ]“;:_Zﬁ._fiS, p < 0.001. Duncan’s t=st: “p~ 003
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Table 6. Effect of oral administration of the medium polarity fraction (MPF),
obtained from sesquiterpene lactone enriched fraction (SLF) of aerial parts of
Artemisia annua L., on absolute ethanol induced ulcer model, with previous
administration of L-NAME

Dose uLl ULt inhibition
Treatment {ma/kg) n (mean = SEM) (%)
Saline 4 325449
MPF + L-NAME 100 6 4.2+0.3° 87.1
Saline + L-NAME 4 46.8+3.7°

ANOVA F341,=41.32, p < 0.001. Duncan's test: ® p < 0.01; ® p < 0.001.

Table 7. Effect of oral administration of the medium polarity fraction (MPF),
obtained from sesquiterpene lactone enriched fraction (SLF) of aerial parts of
Artemisia annua L.. on absolute ethanol induced ulcer model, with previous
administration of N-ethylmaleimide

. Dose uLl ULl inhibition
Treatment {mg/kg) n (mean = SEM) (%)
Saline 5 33.0=46
MPF + NEM 100 5 5.4+22° 96.3
Saline + NEM 4 51.0=7.7°

ANOVA Fz.11)=21.62, p < 0.001. Duncan’s test: * p < 0.05; ® p < 0.01.

Table 8. Effect of oral administration of the medium polarity fraction (MPF).
obtained from sesquiterpene lactone enriched fraction (SLF) of aerial parts of
Artemisia annua L.. on absolute ethanol induced ulcer model, with and without
previous administration of indomethacin

Dose uLl ULI inhibition
Treatment {markg) n {mean = SEM) (%)
Saline 6 39.5+10.0
Saline + indomethacin 1 69.3 = 6.2°
MPF 100 4 16.0 = 6.2° 59.4
MPF + indomethacin 100 5 46.0+11.1

ANOVA Fi322 =8.12, p < 0.001. Duncan’s test: * p < 0.05.
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indomethacin administration, MPF lost its antiulcero-
genic activity, Without indomethacin treatment. in the
same experimental model, MPF inhibited the ULI by
59.4%. The data are expressed in Table 8, as mean =
SEM.

On the hypothermic restraint stress-induced ulcer
model. oral administration of MPF inhibited the ULI by
29.4% and increased by 46.7% the production of gastric
mucosa adherent mucus. The data are expressed in Tables
9 and 10. respectively. as mean + SEM.

DISCUSSION

Arteniisia annua L. crude ethanol extract reduced the
ulcerative lesion index (ULI) on an indomethacin-
induced ulcer model. The crude ethanol extract was
purified with the intention of having an enriched fraction
of sesquiterpene lactones, since previous work had
indicated the presence of this chemical group (Foglio.
1996). The resulting fraction was more efficient in

decreasing the ULI when administered under the same
conditions as the CEE. The sesquiterpene lactone
enriched fraction (SLF) was partitioned on a chromato-
graphic filtration column containing silica gel as the
stationary phase. This column was eluted with a gradient
svstem of hexane/ethyl acetate resulting in three

Table:9. Effect of oral administration of the carbenoxolone
and the medium polarity fraction (MPF), obtained from
sesquiterpene lactone enriched fraction of aerial parts of
Artemisia annua L., on hypothermic restraint stress induced
ulcer model

Dose uLI ULI inhibition
Treatment (mg/kgl n (mean=SEM) (%)
Saline 6 228=19
Carbenoxolone 200 &  10.0=25° 56.1
MPF 100 6 16.1=1.9% 29.4

ANOVA F47=6.42, p<0.01. Duncan’s test: ®p<0.05;
®p<0.01.
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Table 10. Effect of the oral administration of the carbenoxolone and the medium
polarity fraction (MPF), obtained from sesquiterpene lactone enriched fraction
(SLF) of the aerial parts of Artemisia annua L., on gastric mucosa adherent mucus

production

Dose Mucus Mucus increase
Treatment {mg/kg) n  (pg Alcian Blue/g wet tissue) {%)
Saline 5 370.0=16.0
Carbenoxolone 200 4 581.8 =61.0° 57.2
MPF 100 6 542.8 - 48.0° 46.7

ANOVA F3.42,=5.19, p < 0.05. Duncan'’s test: ® p < 0.05.

fractions. labelled as non-polar (NF). medium polar
(MPF) and polar (PF). When these fractions were
administered orally in the indomethacin-inducad ulcer.
the NF and MPF were more efficient in reducing ULL
Since the amount of MPF available was more abundant
than NF, and since the gas chromatography profiles were
very similar, MPF was chosen to evaluate the dose-
response effect on the ethanol induced ulcer model, as
well as to determine the pharmacological mechanism.

The SLF fraction was administered subcutaneously
(500 mg/kg) to an ethanol-induced ulcer model prior to
the determination of the pharmacological mechanism.
Under these conditions an ULI inhibition of 39.8¢%
was observed. This result proves that the active
compounds do not act by a local and unspecific
mechanism termed adaptative cytoprotection. This rakes
place as a result of the capacity that some compounds
have in inducing prostaglandin production that is
fundamental for cytoprotection. On the ethano! induced
ulcer model. some studies have shown that previous
treatment with mild irritants of the gastric mucosa.
protects the mucosa against damage by this substance
(Robert er al.. 1983). The fact that SLF presented
antiulcerogenic activity when administered subcuta-
neously reinforces the hypothesis that antiulcerogenic
substances from Arremisia ammwa act throughout a
specific systemic mechanism.

Nitric oxide is an endogenous substance that 2nhances
the mechanisms of cytoprotection of the mucosa by
increasing the mucosal blood flow and inhibiting the
release of oxygenated metabolites and proteases from
leukocytes under gastric microcirculation. Nitric oxide
also modulates the secretion of some cellular growth
factors, mainly the epidermal growth factor (Elliot er al.,
1995). The participation of nitric oxide was evzluated in
the ethanol-induced ulcer model which had been

previously administered of L-NAME. a NO-synthase
inhibitor, Under these conditions, MPF maintained the
antiulcerogenic activity, suggesting that nitric oxide
could not be involved in the antiulcerogenic activity.

Non-protein sulphydryl compounds of the gastric
mucosa. represented basically by reduced glutathione,
also participate in mucosal defence by mechanisms that
are not yet clear. These substances seem to inhibit the
action of free-radicals on the gastric mucosa (Szabo,
1981) or to avoid the increase of microvessel perme-
ability on ulcers induced by ethanol (Takeuchi er al..
1989). To verify the involvement of sulphhydry] groups
in cyvioprotection, the ethanol-induced ulcer model.
previously treated with N-ethylmaleimide. a known
alkylator of sulphhydryl groups, was employed. Under
these conditions, the antiulcerogenic activity was main-
tained. suggesting that the MPF does not interfere with
non-protein sulphhydryl compounds.

Prostaglandins protect the gastric mucosa through
many mechanisms, such as a decrease of acid secretion:
bicarbonate and mucus production: and increasing the
mucosa blood flow (Felix et al., 1986). On the ethanol-
induced ulcer with and without previous treatment with
indomethacin. a drug that inhibits the cyclooxygenase, an
enzyme involved in prostaglandin synthesis. the MPF lost
its antiulcerogenic activity indicating that the active
compounds increase prostaglandin levels in the gastric
mucosa. This hypothesis was reinforced by the increase
of adherent mucus on the gastric mucosa produced by
MPF on hypothermic restraint stress induced ulcer
model. Since the mucus synthesis is promoted by the
active compounds of the MPF. they could be acting by
inhibition of the prostaglandin degradation enzyme, in
the same wayv as carbenoxolone (Lewis and Hanson.
1991) or by stimulating synthesis of these autacoids.
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Antiulcerogenic Activity of Some Sesquiterpene
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Abstract

Artemisinin 1, dihydro-epideoxyarteannuin B 2 and deoxyarte-
misinin 3 were isolated from the sequiterpene lactone-enriched
fraction obtained from the crude ethanolic extract of Artemisia
annua L. These compounds were tested on ethanol and indome-
thacin-induced ulcer models. Compound 1 did not afford cyto-
protection under the experimental models tested. Only com-
pounds 2 and 3 decreased the ulcerative lesion index produced

by ethanol and indomethacin in rats. These compounds did not
demonstrate antiulcerogenic activity when tested on the etha-
nol-induced ulcer model, with previous administration of indo-
methacin, suggesting that the antiulcerogenic activiry is a conse-
quence of prostaglandin synthesis increase.
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Introduction

Artemisia annua L. (Asteraceae) has received much attention due
to the antimalarial activity of artemisinin 1 (Fig. 1), a sesquiter-
pene lactone with an endoperoxide group [1]. Sesquiterpene lac-
tones are common in most tribes of Asteraceae, with more than
4000 known structures. A diversity of bioactivities has been re-
ported for this class of compounds, such as anti-inflammatory,
antitumor, antiulcerogenic, cytotoxic, diuretic and cardiotonic,
among others [2]. The genus Artemisia is widely known for its
sesquiterpene lactone contents which have been mentioned as
cytoprotective agents against the development of peptic ulcers
[3]. The antiulcerogenic activity of many sesquiterpene lactones
has been attributed to their e-methylene-ylactone moiety (3).
The guaianolide dehydroleucodine isolated from Artemisia
douglasiana Besser (Asteraceae) demonstrated cytoprotective
activity by two different pathways, involvement of SH-com-
pounds as well as the mucus synthesis [4].
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i

Fig.1 Artemisinin 1, dihydro-epideoxyarteannuin B 2 2nd deoxyarte-
misinin 3.

The present study was undertaken to evaluate the antiulcero-
genic activity and to determine the probable pharmacological
mechanism of three sesquiterpene lactones isolated from
Artemisia annua L.
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Materials and Methods

Plant material and fractionation

Artemisia annua L leaves (hybrid CPQBA 2/39 x PL5) were collect-
ed from the experimental field of CPQBA/UNICAMP. Voucher
specimen is deposited at CPQBA/UNICAMP under registration
number 229. This material was allowed to dry under air circula-
tion (40 ‘C) and ground for use. The resulting powder (500 g) was
submitted to dynamic maceration with ethanol during 4 hours
(this procedure was repeated three times). Concentration of the
extracts under reduced pressure gave 108 g of crude ethanolic
extract (22% yield). :

A 10% lead acetate solution (1 L) was added to the crude ethano-
lic extract (108 g) dissolved in ethanol (100 mL). This mixture was
allowed to stand at room temperature for 30 minutes and fil-
tered. The filtrate was extracted with chloroform (3 = 350 mL),
dried over MgSO,, filtered and dried under vacuum affording
the sesquiterpene lactone enriched fraction (10g-9.3% yield)
[5]. '

The sesquiterpene enriched fraction (10 g) was purified on suc-
cessive column chromatography using silica gel (Merck 7734) (5
x 60 cm) with hexanefethyl acetate (99:1), Ry 2: 0.65 between
500-950 mL, [c2]: +49.96° (¢ 0.025 g/mL, CHCl,); hexanefethyl
acetate (99:2), R;3: 0.61 between 1000~ 1700 mL, [hexane/ethy!
acetate (99:3), [o°]: -149.8° ¢0.045 g/mL, CHCl;); R¢ 1: 0.57 be-
tween 1750-2550 mL, [2°]: +80.93° (¢ 0.025 g/mL, CHCl,).

Fractions were monitored by thin layer chromatography, eluent
hexane/dicloromethane/methanol (20:79: 1), detection anisal-
dehyde reagent. The physical and spectral data (mass. "H-NMR,
B3C-NMIR) of compounds 1 -3 were consistent with those of arte-
misinin [6], deoxyartemisinin [6] and dihydro-epideoxyartean-
nuin B [7].

Chromatographic analysis

The GC/MS analysis were carried out using a HP-5890/5970 sys-
tem equipped with a J&W Scientific DB-5 fused capillary column
(25 m = 0.2 mm x 0.33 m). Temperature program was 40 °C (5 *C/
min) - 300 °C (10 min). Injector 250 “C, detector 300 “C. Helium
was used as carrier gas (0.7 bar, 1 mL/min). The MS were taken
at 70 eV. Scanning speed was 0.84 scans/s from 40 to 550. Sam-
ple volume was 1 L. Split: 1:40.

Animals

Male Wistar rats (200-300 g), purchased from Animal Experi-
mental Care Center of Campinas State University, were employed
in all pharmacological experiments. These animals were main-
tained under standard conditions of light cycle (12 hours light,
12 dark) and temperature (23 # 2 °C), for at least 7 days before
the experiments. Animal’s welfare guidelines were adopted dur-
ing maintenance period and experimentation [8], [9].

Indomethacin-induced ulcer

Male Wistar rats (200-250 g), fasted for 24 hours, with free ac-
cess to water, were divided in at least three groups, containing
4 -7 animals, according to the respective treatment employed.

After 30 minutes of oral treatment, indomethacin (30 mg/kg)
was administrated subcutaneously to all groups. After four

. Ulcersupto1 mm

hours, the animals were sacrificed, their stomachs were re-
moved, and opened along the greater curvature [10]. The ulcera-
tive lesion index of each animal was calculated by adding the fol-
lowing values [11]:

Loss of normal morphology 1 point
Discoloration of mucosa 1 point
Mucosal edema 1 point
Hemorrhages 1 point
Petechial points (until 9) 2 points
Petechial points(more than 10) 3 points

number of ulcers x 2 points
number of ulcers = 3 points
number of ulcers x 4 points

Ulcers greater than 1 mm
Perforated ulcers

Ethanol-induced ulcer

Male Wistar rats (200 -250 g), fasted for 24 hours, with free ac-
cess to water, were divided in groups of 5-6 animals, according
to the respective treatment employed.

After 30 minutes of oral treatment with saline, carbenoxolone,
and compounds 1-3, each animal received, 1 mL of absolute
ethanol orally. After one hour, the animals were sacrificed and
their stomachs were removed and opened along the greater cur-
vature [12]. Ulcers were evaluated as above [11].

Determination of the role of prostaglandins in cytoprotection
The animals were divided in groups of 3-5 animals, according to
the respective treatment. The control group received an intraper-
itoneal injection of saline solution, and the others an injection of
indomethacin (5 mg/kg}. After thirty minutes, all animal groups
received the respective treatment orally. After one hour, the ani-
mals were orally administrated with 1 mL of absolute ethanol.
These animals were sacrificed one hour later and their stomachs
were removed. and opened along the greater curvature [13]. Ul-
cers were evaluated as above [11].

Statistical analysis
The results were expressed as mean + SEM and the individual
data were submitted to one way variance analysis with critical

range at p < 0.05 and afterwards to Duncan"s test with the same
critical range.

Results and Discussion

Previously we demonstrated that the resulting enriched sesqui-
terpene fraction from Artemisia annua L. crude ethanolic extract
inhibited the ulcerative lesion index in all experimental models
tested, in rats. The results mentioned therein suggested that the
antiulcerogenic properties were afforded by cytoprotective
mechanisms as result of active principles that increase the gas-
tric mucosa prostaglandin level [14]. Prostaglandins released in
the stomach protect the gastric mucosa by acid secretion de-
crease, mucosa blood flow, bicarbonate, and mucus production
increase [15).

In previous work we determined that the enriched sesquiterpene
fraction had ulcer inhibition maximized at dose levels between
50 and 125 mg/kg [14]. Therefore, a dose of 100 mg/kg for com-
pounds 1-3 would ensure an effect if the antiulcer activity re-
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Table 1. Effect of oral administration of cimetidine, compound 1 and compound 2 on indomethacin induced ulcer model and effect of oral ad-
ministration of carbenoxolone and compound 1, on ethanol induced ulcer model

ULI {mean + SEM)
Treatment Dose n Ulcer ULl inhibition Negative Control - Test Group
(mgfkg) Model (%)
Cirnetidine * 100 5 Indomethacin 927 52.4:53 - 38:05°
Compound 1* 100 7 Indomethacin 210 524:53 - 414:84
Carbenoxolone & 100 6 Ethanol 66.8 383:6.2 - 127:35°*
Compound 13 100 6 Ethanol - 383:6.2 - 50.2:4.1
Gimetidine © 100 "4 Indomethacin 922 383:62 - 30:06°
Compound 2° 200 6 Indomethacin 62.7 383:6.2 - 143:33°

* ANOVAF 316 = 14.04, p<0.001. Duncan’s test: ® p < 0.001.
?ANOVAF 5 = 16,51, p<0.001, Duncan’s test:* p < 0.01.
CANOVAF 4y, = 15.04, p<0.001. Duncan’s test: * p < 0.01.

Table2 Effect of oral administration of carbenoxolone (100 mg/kg), compound 2 and compound 3, in different doses, on ethanol induced ulczr

model
ULl (mean + SEM)
Treatment Dose n ULt inhibition Negative Control -  Test Group
(mg/kg) (%)

Carbenoxolone * 100 5 76..9 49.4:=49 - 11.4:47¢
Compound 2* 10 5 34.2 49.2:-49 - 324:38?
Compound 2* 25 5 279 49449 - 356:49°

ompound 2° 50 5 88.7 49.2:-49 - 56:26°
Compound 2* 125 5 93.1 49.4: 439 - 34:07¢
Compound 27 250 5 98.= 432 -49 - 0.8:=:05¢
Carbenoxolona® 100 5 923 59.7 = 7.7 - 46:1.2¢
Compound 3% 200 5 76.2 597 =77 ~ 140:43°
Compound 3 100 5 74.0 59.7=7.7 - 155=28¢
Ccmpound 37 50 5 49.7 89T 277 - 300=83°%

S ANOVAF 44y = 23.29 p<0.001. Duncar s test: * p<0.05: € p< 0.007.

sults from one of the mentioned compounds, since they were ob-
tained by chromatographic purification of the enriched sesqui-
terpene lactone fraction. Further bioassays were undertaken to
evaluate the cytoprotective activity of these substances. On indo-
methacin and ethanol-induced ulcer model the, artemisinin 1
(100 mg/kg). did not inhibit the ulcerative lesion index, when ad-
ministrated orally (Table1). When evaluated on the ethanol-in-
duced model, artemisinin 1 (100 mg/kg) slightly increased the
ulcerative lesion index. This can probably be explained due to
the endoperoxide group present in the molecule which generates
active oxygen species, ane of the major causes for microcirculatory
disturbance [ 16]. Otherwise compounds 2 and 3 inhibited the ul-
cerative lesion index on both experimental ulcer models. Dihydro-
epideoxyarteannuin B 2 administrated orally (100 mg/kg; on the
indomethacin ulcer model, inhibited the ulcerative lesion index
by 62.7 % (Table 1). On the ethanol ulcer model, compound 2. pres-
ented dose-dependent inhibition of the ulcerative lesion index,
with an EDsc value of 55.6 mg/kg (Table 2). Analogously, deoxyar-
temisinin 3 afforded an EDsq value of 87.5 mg/kg Table 2).

The dose-response evaluation on the ethanol-induced ulcer
model demonstrated that compound 2 was more potent than

compound 3. This is the first mention of a pharmacological activ-
ity for dihydro-epideoxyarteannuin B 2 since it was first isolated
and identified [7].

The previous treatment with indomethacin, a cyclooxygenass:
inhibitor, blocked the antiulcerogenic activity of compourds 2

e o e ]

Table3 Effect of oral zdministration of compound 2 and comgou-:
3, on ethanol induced ulcer model, with previous admir ‘szrz-
tion of indomethacin

Treatment Dase n ol utt
(mg/kg) (mean = SEM)  Inhibition

%)

Saline 5 436:56

Carbenoxoione 100 3 70=31° 33.¢

Saline + indomethacin 5 696:3.0¢ -

Compounc 2 = indomethacin 50 5 522:53 -

Compound 3 +indomethacin =~ 100 5 49.8:6.0 -

ANOVAF .5 = 15.04p<0.07. Duncan's test: Y p<0.01: b= <0001,
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and 3 on ethanol ulcer model. (Table 3). These results suggest
that the antiulcerogenic activity of compounds 2 and 3 have a
straight relationship with an increase of prostaglandin synthesis
(14].
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