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1. Resumo



A Artemisia annua L. (Asteraceae) € originéria de regides de clima temperado
da Asia e tem sido utilizada pela medicina tradicional chinesa ha varios séculos no
tratamento da malaria. Esta atividade € devida 3 presenca de uma lactona
sesquiterpénica na espécie, denominada artemisinina.

Outra espécie deste género, a Arfemisia douglasiana, apresentou atividade
antiulcerogénica em modelo de tGlcera induzida por etanol, devido & presenca da
dehidroleucodina, substincia também pertencente a classe das lactonas
sesquiterpénicas. Portanto, os objetivos deste trabalho foram a avaliacio da atividade
antiulcerogénica da Artemisia annua, a determinagZo de fragSes e ou principios ativos e
ainda, a sugestio de um provavel mecanismo de ag¢#o antiulcerogénica.

Foram utilizadas, para a obten¢éo dos extratos brutos (EBs) e fragbes, as partes
aéreas e as raizes da espécie, separadamente. Os extratos brutos de ambas as partes,

apresentam atividade antiulcerogénica equivalente em modelo de lcera induzida por



indometacina, porém o trabalho com as raizes ¢ mais vantajoso, pois estas ndo
apresentam clorofila e graxas, substincias que dificultam a separagfio dos principios
ativos e ndo apresentam interesse farmacoldgico especifico.

Os mecanismos de acio antinlcerogénica envolvem os fatores que controlam a
secrecdo dcida ou aqueles que promovem a citoprotecdo, aumentando a resisténcia da
mucosa contra agentes agressores ou ainda, limitando o acesso destes agentes 3 ela.

A aclo antisecretoria da Artemisia annua foi avaliada em modelo de ligadura do
piloro com e sem o tratamento com histamina, substincia de conhecida atividade
estimulatéria da secre¢io acida. O tratamento intraduodenal com o EB diclorometinico
das raizes nfo alterou o volume e a concentragfio hidrogenidnica do contetido gastrico
nos grupos de animais tratados e n#o tratados com a histamina.

Alguns extratos e fragdes foram ativos em modelo de ulcera induzida por etanol,
sugerindo a participagio de algum mecanismo citoprotetor. A fragdo enriquecida em
lactonas sesquiterpénicas foi ativa neste modelo quando administrada por via
subcutinea, descartando a hipdtese de citoproteciio adaptativa, um efeito local e
inespecifico, no qual substincias ligeiramente irritantes da mucosa podem desencadear
a produgio de prostaglandinas.

Alguns mecanismos citoprotetores foram avaliados. Entre eles, a participagio do
oxido nitrico (NO), substincia endégena que aumenta a resisténcia da mucosa por
promover a vasodilatagdo, aumentando o fluxo sanguineo local. Em modelo de tdlcera
induzida por etanol com administracio prévia de L-name, um inibidor da NO sintase, a
fragdo de média polaridade (FPM), obtida da fragio enriquecida em lactonas
sesquiterpénicas, manteve sua atividade antiulcerogénica, sugerindo que esta atividade
ndo esta relacionada com o 6xido nitrico.

Outra hipétese seria a interferéncia com os grupos sulfidrila ndio proteicos da
mucosa. Estas substancias, provavelmente promovem citoprotegdo por atuarem junto a
microvasculatura, diminuindo o aumento da permeabilidade vascular ou ainda por
impedir o ataque de radicais livres sobre a mucosa. Para isto, foi utilizado o modelo de

Ulcera induzida por etanol, com administragdo prévia de N-etilmaleimida, um



alquilante de grupos sulfidrila. Nestas condi¢Ses, o tratamento oral com o FB
diclorometanico das raizes manteve a atividade, sugerindo que estas substincias
também n&o estdo envolvidas no processo de citoprotecio.

As prostaglandinas sdo substéncias importantes no processo de citoprotegio
gastrica, mediando principalmente a producio de muco e bicarbonato. A participacio
destas substéncias foi avaliada em modelo de tilcera induzida por etanol, com e sem a
administragio prévia de indometacina, uma droga antiinflamatéria nfio esteroidal, que
inibe a ciclooxigenase, enzima envolvida na sintese de prostaglandinas. Nos grupos que
nfo receberam a indometacina, o EB diclorometénico das raizes ¢ a FPM apresentaram
atividade antiulcerogénica, sendo que esta atividade desapareceu quando foi realizado o
tratamento prévio com a indometacina. Este resultado sugere que o mecanismo de a¢io
antiulcerogénica do(s) principio(s) ativo(s) da Artemisia annua esti diretamente
relacionado com a sintese de prostaglandinas. Esta hipétese foi reforcada quando o
muco protetor aderido 4 mucosa foi quantificado, tendo sido observado um aumento na

produgio de muco nos grupos de animais tratados com a FPM por via oral.



2. Introducdio



As plantas medicinais constituem uma rica fonte de novas moléculas a serem
exploradas terapeuticamente no futuro (Lewis & Hanson, 1991). Muitos principios
ativos isolados de plantas continuam sendo as drogas de escolha em suas respectivas
areas da terapia, como por exemplo, os glicosideos cardiotdnicos obtidos a partir da
Digitalis purpurea, utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva.

O interesse na pesquisa de novas substincias ativas de origem vegetal tem
aumentado  significativamente. Vérias empresas privadas e organizacOes
governamentais, tém instituido projetos de pesquisas nesta 4rea. E importante salientar
que, na década de 70, nenhuma das 250 maiores companhias do ramo farmacéutico do
mundo, mantinham qualquer programa de pesquisa na 4drea de produtos naturais e
atualmente, pelo menos metade delas introduziram este tipo de pesquisa como uma de
suas prioridades (Fellows, 1992).



Alguns fatores tém contribuido para este aumento de interesse ¢ entre eles esta a
grande efic4cia clinica de algumas substincias antitumorais obtidas de plantas, como os
alcaldides da vinca, extraidos da espécie vegetal Catharanthus roseus e os taxoides,
extraidos de Taxus brevifolia e Taxus baccata (Cragg et al., 1993).

QOutro aspecto importante, ¢ a obtengio de compostos que, apesar de
apresentarem potencial terapéutico limitado, podem ser utilizados como matéria prima
inicial para a obtencéio de produtos semi sintéticos com maior atividade terapéutica.
Como exemplo, pode ser citado o desenvolvimento do atracirio a partir dos alcaldides
do curare, obtidos de Chondrodendron tometosum (Waigh, 1988).

A espécie vegetal, alvo de estudo deste trabalho, a Arfemisia ammua L.
(Asteraceae) ¢ utilizada pela medicina tradicional chinesa hd varios séculos no
tratamento da malaria. Os estudos cientificos, para avalia¢do da atividade antimalarica,
foram realizados com os extratos de mais de trinta espécies do género Artemisia, sendo
que a somente a Artemisia annua e a Artemisia apiecea foram eficazes em combater o
Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum, agentes etiolégicos da maléria
(Klayman, 1985). Esta atividade é devida & presenca da artemisinina, uma lactona
sesquiterpénica isolada no inicio da década de 70 (Sharma, 1991).

A artemisinina apresenta um grupamento endoperoxido na molécula, que parece
ser essencial para sua atividade esquizonticida e possui fundamental importincia no
tratamento de formas de malaria resistentes a terapia convencional com drogas como a
cloroquina ¢ a mefloquina (Meshnick, 1993). A partir da artemisinina, ja foram obtidos
outros derivados semi-sintéticos com maior poténcia antimalirica, como o artesunato
de sodio e o arteméter. Em relagio s caracteristicas de solubilidade destas substincias,
o artesunato de s6dio é mais soluvel em agua, por apresentar cariter polar e o
arteméter, devido ao caréter apolar, € solivel em veiculos oleosos.{Ding, 1988).

Em paises onde a doenca é endémica, como o Brasil, o desenvolvimento de
novas drogas na categoria ¢ muito interessante, desde que apresente vantagens

terapéuticas e viabilidade econémica.



A tleera gastrica € uma deenca que acomete grande parte da populagfio e por
isto torna-se importante o uso de novos medicamentos. Sua incidéncia tem aumentado
devido principalmente ao estresse, ingestdo de bebidas alcodlicas e drogas
antiinflamatorias. Em laboratério, por meio de modelos experimentais em animais,
tenta-se reproduzir, a acdio dos agentes causadores de tlceras gastricas, para avaliar a
atividade de novas drogas frente aos diferentes agentes ulcerogénicos.

No que diz respeito aos farmacos de origem natural com atividade
antiulcerogénica, varios principios ativos tiveram sua atividade comprovada através de
modelos experimentais em animais. A mais importante delas é a carbenoxolona sodica
(sal sodico do hemisuccinato do 4acido glicirretinico), obtida a partir das raizes e
rizomas do alcaguz (Glycyrrhiza glabra). Esta substincia também estd presente em
varias espécies do género Abrus (A. precatorium, A. melanospermume e A. pulchellus).
Seu mecanismo de agdo foi extensamente estudado e sabe-se que esta droga aumenta os
niveis de PGs na mucosa gastrica por inibir as enzimas que promovem o catabolismo
das PGs (15-hidroxi-PG-dehidrogenase e A"*-PG-redutase), além de inibir a secre¢io
de pepsina (Lewis et al., 1991).

Os extratos da Artemisia douglasiana, diminuiram consideravelmente o
aparecimento de lesdes em modelos experimentais de udicera induzida por etanol
absoluto € outros agentes necrotizantes da mucosa. Acredita-se que esta atividade é
devida a presenca de uma lactona sesquiterpénica na espécie, denominada
dehidroleucodina. Provavelmente a agdo antiulcerogénica desta substincia estd
relacionada com o aumento dos niveis de prostaglandinas e de grupos sulfidrila nio
proteicos da mucosa gastrica (Guardia & Guzman 1994). Lactonas sesquiterpéncias
pertencentes ao grupo das guaianolidas e pseudoguaianolidas, isoladas de partes aéreas
de A. douglasiana, apresentaram atividade citoprotetora contra o desenvolvimento de
tilcera péptica (Giordano ez al, 1990). Com base nestas informagBes, foi avaliada a
atividade antiulcerogénica da Artemisia annua.

O desenvolvimento deste trabalho trouxe algumas vantagens, pois foi possivel a

obtengdo das fragBes ativas nos modelos experimentais de dlcera gastrica, sem que



houvesse comprometimento na obtencdo de artemisinina, objetivo de outros projetos de
pesquisa do CPQBA/UNICAMP. E importante salientar que, muitas das fragdes ativas
nos modelos experimentais de Glcera géstrica sdo provenientes do processo de extracdo

da artemisinina.



3. Objetivos



Os objetivos deste trabalho foram:

e A avaliacdo da atividade antiulcerogénica gastrica dos extratos brutos, frages

semipurificadas e ou principios ativos presentes na Arfemisia annua,

e A identificagio de fragGes ativas e ou substincias responsiveis pela atividade

antiulcerogénica gastrica e

o A sugestdo de um provivel mecanismo de agio antiulcerogénica para ofs)

principio(s) ativo(s) presentes na Artemisia annua.

g



4. Revisdo bibliogrdfica



A camada mucosa do estomago e duodeno estd constantemente exposta a acio
do 4cido cloridrico e da pepsina. Em condi¢Ges normais, esta mucosa possui
mecanismos que a defendem da autodigestfio causada por estes agentes, além de
protegé-la também contra fatores agressivos exdgenos, como o estresse, a
hiperosmolaridade dos alimentos e ainda, a ingestdio de etanol e drogas
antiinflamatorias. Estes mecanismos, denominados citoprotetores, aumentam a
resisténcia das células e limitam o acesso dos agentes agressores a elas (Allen er al,
1993).

As prostaglandinas sdo produtos do metabolismo do 4cido aracddnico, que é
liberado a partir dos fosfolipideos das membranas celulares pela atividade da
fosfolipase A, em resposta a estimulos quimicos, fisicos e neuro-hormonais. As
prostaglandinas dos tipos E, F e I si0 sintetizadas em quantidades substanciais por todo

o frato gastrointestinal e sfo os principais agentes enddgenos responsaveis pela

13



citoprotecio (Konturek & Pawlik, 1986). A PGE, ¢ a PGFa sdo os tipos mais
abundantes na mucosa gastrica humana.

Além de possuirem efeitos anti-secretorios, as prostaglandinas estimulam a
secre¢do de muco e bicarbonato e aumentam o fluxo sanguineo da mucosa,
possibilitando a remocfo mais rapida de substincias toxicas, além de aumentar,
consequentemente, a oferta de oxigénio e nutrientes para as células (Felix, 1986).

Os receptores capazes de ligarem-se as prostaglandinas foram caracterizados
recentemente e foi observado que eles apresentam sete dominios transmembrana,
comuns 4 familia de receptores acoplados a proteina G. Estes receptores dividem-se em
subtipos especificos de acordo com a especificidade que apresentam pelos diferentes
tipos de prostaglandinas e sdo relacionados a diferentes vias de transdugfio de sinal,

como o AMP ciclico, trifosfato de inositol e diacilglicerol (Eberhart & Dubois, 1995).

O bicarbonato ¢ secretado pelas células superficiais do estdmago e pelo duodeno
em resposta a varios estimulantes, como as prostaglandinas, peptideos gastrointestinais
e contato com o &cido gastrico. O bicarbonato permanece em grande parte abaixo ou na
camada mucosa. Deste modo, a superficie mucosa estd em contato com um liquido com
pH mais elevado do que o observado na luz do estdémago. Em condi¢Ses normais o
bicarbonato neutraliza os fons H™ enquanto se difunde através da camada de muco,
estabelecendo um gradiente de pH entre a luz e as células epiteliais superficiais
(Smedfors & Johansson, 1986).

Existem basicamente dois tipos de muco no estémago. O muco luminal, que
pode ser facilmente removido, nfio apresenta propriedades citoprotetoras especificas,
participando somente como lubrificante, protegendo a mucosa contra forgas mecénicas
do processo de digestio. Ja o muco aderido a mucosa, ¢ constituido por uma camada de
glicoproteinas em forma de gel, denominada mucina. Esta camada € insolivel em 4gua
e protege a mucosa do contato direto com 4acido cloridrico e a pepsina (Sellers er al.,
1986).
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A injiria géstrica por agentes necrotizantes, como o etanol, pode resultar no
acimulo de radicais livres toxicos para as células. Existe, na mucosa gastrica, uma alta
concentracio de glutationa reduzida, o maior componente do grupo de substincias
sulfidrilicas néo proteicas enddgenas. Tidis, como a glutationa reduzida, séo capazes de
ligarem-se a estes radicais, impedindo sua acfio nociva sobre a mucosa gastrica. Outra
hipGtese para a citoprotecdo conferida pelas substédncias sulfidrilicas ¢ o aumento da
sintese de prostaglandinas ou ainda a diminuicdo na degradacdo destas substincias.
(Szabo, 1981). Existem ainda outras possibilidades que explicam a acfio citoprotetora
das substincias sulfidrilicas. A prevencio do aumento da permeabilidade
microvascular, fator patogénico inicial no desenvolvimento de tlceras induzida por
etanol e ainda a inibigfo da motilidade gastrointestinal (Takeuchi ef al., 1989).

A colecistocinina e a gastrina sfo liberadas endogenamente pelo estdbmago e
parte proximal do intestino constituindo-se em mediadores fisioldgicos de vérias
fungGes, tais como a secregio € esvaziamento gastricos (Konturek ez al., 1995)

Ha evidéncias de que estes peptideos também possuam agdo sobre a manutencgio
da integridade da mucosa gastrica através da ligacdo em receptores especificos (CCK-A
para a colecistocinina e CCK-B para a gastrina) localizados em fibras vagais sensiveis
a capsaicina. Em animais pré tratados com CCK-8, pentagastrina e oleato de sddio,
uma substincia liberadora da colecistocinina enddgena, houve reducfo do indice de
lesdes gastricas produzidas pela administrac@o oral de etanol. A associagdo de CCK-8 e
pentagastrina diminuiu ainda mais o indice de lesdes sugerindo uma interago destas
duas substincias na citoprotegio. E provavel que a agdio citoprotetora destes peptideos
seja devido a interferéncia dos mesmos com as substincias sulfidrilicas nfo proteicas e
com o oxido nitrico. O d6xido nitrico, substancia endégena liberada pela NO-sintase, €
uma substincia gue promove intensa vasodilatacZo, com consequente aumento do fluxo
sanguineo da mucosa (Konturek et al., 1995). E ainda atribuida ao éxido nitrico, a
inibi¢do da liberacfio de metabdlitos oxigenados e proteases a partir de leucéeitos no
interior da microcircula¢io gastrica, sendo estes, os principais fatores responsaveis pelo

desenvolvimento de dlceras causadas pelas drogas antiinflamatérios ndo esteroidais, O
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6xido nitrico também parece modular a secre¢do de alguns fatores de crescimento,
celular, principalmente o fator de crescimento epidermal (Elliot ef al., 1995).

A colecistocining e a gastrina também aumentam o contetdo luminal de
somatostatina, substéncia citoprotetora que inibe a secregdo acida e suprime a geracdo
de leucotrienos e a liberagdo da substincia P ou peptideo vasoativo intestinal. Todos os
efeitos citoprotetores da colecistocinina ¢ da gastrina sfo antagonizados pelo
loxiglumide e L-365,260 que atuam inibindo os receptores CCK-A e CCK-B,
respectivamente (Konturek er al. 1995).

A secregdo acida gastrica é controlada por mecanismos complexos e interativos
que atuam nos niveis central, periférico e celular. O sistema nervoso central, participa
da iniciacdo do processo secretorio, pois alguns fatores emocionais e mentais
desencadelam a secregfo. Algumas regides como o nucleo dorsomotor do vago, o
hipotalamo e nicleo do trato solitario, sio responsaveis por este processo. Estas regides
apresentam grande concentracdo de receptores para substéncias pertencentes a familia
dos polipeptideos pancredticos, que agem estimulando a secrecfo 4cida gastrica.
Existem também outras substincias que agem no sistema nervoso central, inibindo a
secrecdo, como a interleucina 1, a neurotensina e a dopamina (Schubert, 1994).

Na periferia as principais substincias que desencadeiam o processo secretdrio
s#0 a histamina, acetilcolina e gastrina.

A acetilcolina age diretamente sobre a célula parietal, estimulando-a, por meio
de ligacdo ao receptor muscarinico do tipo Ms, presente nesta célula. A ativagfio deste
tipo de receptor leva a hidrélise de fosfolipideos, que culminam na producio do 1,4,5
trifosfato de inositol e diacilglicerol. Estas duas substincias promovem o aumento do
calcio intracelular, importante segundo mensageiro celular no processo de secregio
acida.

A acetilcolina também estimula as células enterocromafins na liberacio de
histamina, substincia que estimula a secrecdo por interagir com receptores

histaminérgicos do tipo H,. A estimulagfio da secregfo acida pela histamina é mediada
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pelo aumento de calcio intracelular e pela ativagio da adenilatociclase, com
consequente aumento nos niveis de AMP ciclico. A acetilcolina também aumenta a
secrecio de gastrina pelas células G e ainda inibe a secre¢do de somatostatina pelas
células D, uma substincia que inibe a produgio de acido pela célula parietal, através de
um receptor do tipo SSTR, (Schubert, 1994).

O 4cido gastrico é produzido e excretado pelas células parietais, através da
estimulacdo de alguns receptores localizados em sua superficie. Uma vez ativados,
estes receptores geram mudangas em segundos mensageiros celulares, determinando

assim, a atividade da bomba protonica, H', K" ATPase. Esta enzima é composta das
subunidade o, responsavel pela atividade catalitica ¢ da subunidade §, aparentemente

com a funcdo de estabilizacdo da subunidade ¢« (Hirschowitz ef al., 1995).

O acido cloridrico exerce um importante papel na patogénese da tlcera gastrica
causada por diferentes agentes ¢ portanto, a inibi¢do da secrecdo acida é de grande
importancia na prevencio e tratamento desta patologia.

O tratamento das ulceras gastricas inicialmente era realizado apenas com
substdncias antiacidas, que neutralizam o acido cloridrico, formando sal ¢ dgua. O
bicarbonato de sédio € o mais antigo deles, sendo sua utilizag#o desaconselhada pela
curta duragfio de agfio. Existem ainda os sais de magnésio e aluminio, que s8o mais
utilizados, porém, atualmente em associa¢do com outras drogas de mecanismo de agfo
mais especifico.

Dentre os agentes antisecretores gastricos, do tipo antagonistas dos receptores
H, de histamina (Black et al, 1972), a cimetidina € um dos mais utilizados. Porém
outros analogos, como a ranitidina, a famotidina ¢ a nizatidina também apresentam
utilizacio clinica. (Hirschowitz ef al., 1995).

O misoprostol, pertencente & classe dos andlogos das prostaglandinas, ¢ um
exemplo tipico de droga citoprotetora, apresentando atividade antisecretoria e

estimuladora da produc@o de muco e bicarbonato (Monk & Clissold, 1987).
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Foram desenvolvidas drogas do tipo derivados benzimidazolicos, como o
omeprazol, cujo mecanismo de agfio consiste na inibigdo da bomba proténica, a H', K™
ATPase. No ambiente 4cido do estdmago, o omeprazol € convertido num composto que
reage com os grupamentos tidis presentes nas moléculas de cisteina que fazem parte da
H', K" ATPase, enzima responsavel pela etapa final da secre¢io 4cida géstrica
(Lindberg et al., 1986). Ouftras drogas com mesmo mecanmismo de agfio ja foram
desenvolvidas, podendo ser citado como exemplo, o lanzoprazol, que € mais ativo que
o omeprazol em inibir a secrecéo acida (Morini ef al., 1995). O lanzoprazol também
aumenta tanto a secrecdo basal de bicarbonato, quanto aquela estimulada pela presenca
do 4cido luminal, por estimular neurénios sensoriais sensiveis & capsaicina,
possivelmente através da liberacdo do peptideo vasoativo intestinal (Inada & Satoh,
1996).

Recentemente, os compostos de bismuto e alguns outros antimicrobianos tém
sido associados ao tratamento medicamentoso das gastrites e ulceragdes gastricas, pois,
geralmente as ulceracOes estio infectadas pelo Helicobacter pylori. A infecgdo por esta
bactéria causa um aumento da gasirina liberada e uma diminuigdo do contetido de
somatostatina, culminando em excesso de acidez no estdmago (Shubert, 1994). Nesses
casos, a associagdo de antimicrobianos tem diminuido significativamente o nimeros de

recidivas desta patologia. (Graham, 1989).
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5. Materiais e Métodos



5.1. Obtencéio do material vegetal

Foram utilizadas as raizes e as partes aéreas da espécie vegetal Artemisia annua,
cultivadas pela Area 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 SL/FI1 e SI/FH, fornecidas ao CPQBA pela “Mediplant
(Centre de Recherches sur les Plantes Médicinales et Aromatiques)”, 6rgio suigo,
responséavel pelo trabalho de melhoramento das sementes. Apds a coleta, o material
vegetal foi seco & sombra e posteriormente triturado em triturador de facas,
produzindo-se particulas de aproximadamente 0,35 mm. A figura 1 mostra um
exemplar de Arterisia annua cultivada no CPQBA / UNICAMP
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FIGURA 1:Exemplarde Artemisia annua L. cultivadano CPQBA/UNICAMP



5.1.2. Descricio botinica da espécie

A Artemisia annua é uma Asteraceae, tribo Anthemidia, sub género Abrotanum.
E uma planta herbicea, anual, ereta, haste cilindrica, longitudinatmente estriada, verde
palida, com pilosidade simples, curta, unicelular e alvotranslicida. Folhas simples,
profundamente partidas, pinatissectas, membraniceas; as inferiores rosuladas, as
superiores alternadas, de dimensdes progressivamente menores a medida que se
aproximam do 4pice da planta; na face superior, verde claras, pilosas e com nervura
principal proeminente. Peciolo longo, triangulado, verde claro, piloso, superiormente
leve canaliculado.

Inflorescéncia em panicula de capitulos pequenos e multiflores, distribuidos ao
longo de toda a haste. Involucro composto por bracteas em duas séries, sendo as
inferiores, maiores, todas verdes, glabras e de bordos hialinos. Recepticulo floral
convexo, com em média 50-60 flores pediceladas. Flores marginais femininas, férteis,
tubuloso-liguladas e numa s6 série, glabras e de coloragdo verde amarelada. Gineceu de
ovéario infero, unilocular, uniovulado. Estilete simples, com estigma bifido; flores
centrais hermafroditas, tubulosas, com cinco lobos triangulados, amarelas e glabras.
Gineceu de ovério infero, unilocular, uniovulado. Estilete simples, com estigma bifido,
deflexo fimbriado. 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 exclusivamenie por sementes (Jahn,
1988).

22



5.2, Fitoquimica

Os extratos brutos e as fracbes foram obtidos de acordo com técnicas de
extracdo e purificacdo usuais do Laboratdrio de Fitoquimica do CPQBA/UNICAMP,
exceto no caso da fracdo enriquecida em lactonas sesquiterpénicas, que foi obtida

segundo metodologia descrita em literatura.

5.2.1. Obtencio dos extratos brutos de Arfemisia annua

Cinquenta gramas de raizes ou partes aéreas de Artemisia annua, foram
submetidos a maceragio dinimica por um periodo de 4 horas, com 500 ml de solvente
adequado, ou seja, etanol absoluto, etanol 70% ou diclorometano, por 3 vezes
consecutivas. A cada periodo de 4 horas, foi realizada uma filtragdo em papel, sendo
que, ao final de trés destes periodos, o residuo do material vegetal foi descartado e o
filtrado resultante foi submetido a evaporagdo a vacuo, sob temperatura de 40°C,
resultando nos extratos brutos etandlico, hidroalcodlico ou diclorometénico, de acordo
com o solvente utilizado durante o processo de maceragdo. Os rendimentos de extragdo
foram de 12 a 20%, de acordo com a parte do vegetal e o solvente, utilizados no

processo de extragdo. Estes procedimentos estfo descritos no esquema 1.
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Material vegetal seco e pulverizado
(raizes ou partes adreas)

etanol, etanol 70% ou diclorometanc

Maceragio dindmica (3 vezes)
I
Filtracdo
I
I I
Residuo vegetal Filtrado
| evaporagio a vacuo (40°C)
Extrato Bruto

ESQUEMA 1: Obtengao dos extratos brutos de Artemisia annua

5.2.2. Obtencao das fracdes aquosa e diclorometinica a partir do extrato bruto
hidroalcodlico das raizes de Artemisia annua

O filtrado resultante da maceragdo de 50 g de raizes com 1,5 1 de etanol 70%, foi
evaporado a vacuo sob temperatura de 40° C até que todo o etanol fosse esgotado e
restasse apenas a fase aquosa. Esta fase foi extraida por trés vezes consecutivas com
200 ml de diclorometano, sendo portanto, obtidas duas outras, denominadas aquosa e
diclorometinica. Apds separagdo em funil, a fase diclorometénica foi evaporada a
vacuo, sob temperatura de 40°C. A fase aquosa também foi evaporada a vacuo, sob
temperatura de 60°C, com adigfo de etanol absoluto, para facilitar a retirada da 4gua.
Desta forma, foram obtidas as respectivas fracOes, denominadas aquosa (7,2) e

diclorometinica (4,4 g). Estes procedimentos estdo descritos no esquema 2.
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Material vegetal seco e pulverizado
l
Extraciio com etanol 70%
E
Evaporagio até retirada do etanol

Extragio da fase aquosa com diclorometano (3 vezes)

Filtracio apds 30 minutos
' l
Fase aquosa . .
[ Evaporagho Fase diclorometanica
I
Frago aquosa Fragdo diclorometinica

ESQUEMA. 2: Obtencdo das fragdes aquosa e diclorometanica a partir do extrato bruto hidroalcodlico

das raizes de Artemisia annua

5.2.3. Obtenc¢ao das fracdes hexénica, acetonitrilica e aquosa a partir dos extratos
brutos etanpélico e diclorometinico das partes aéreas de Arfemisia annua

Doze gramas dos extratos brutos diclorometénico e etanélico foram obtidos de
acordo com a metodologia previamente descrita, sendo posteriormente ressuspendidos
em 500 ml de uma mistura de hexano-(acetonitrila-agua 20%) (1:3) resultando nas
respectivas fragdes, hexdnica e acetonitrila-dgua. A fase hexénica foi submetida a
evaporagio a vacuo, sob temperatura de 40 °C e a fase acetonitrila-dgua foi tratada com
cloreto de sodio, possibilitando assim, a separacdo das fases aquosa e acetonitrilica,
que foram evaporadas, fornecendo as respectivas fragbes. Foram obtidos 2,4, 5,1 e 3,1
g, das fragdes hexanica, acetonitrilica e aquosa, respectivamente. Estes procedimentos

estdo descritos no esquema 3.
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Extrato bruto etandlico ou dicloremetanico

| Extragio com 500 mi de hexano / acetonitrila: 4gua 20% (1:3)
[ .

Fase hexanica

Fase acetonitrila / 4gua

Extragfio com acetonitrila / dgua
| |

Fase Fase ~
Extragio hexan
hexanica acetonitrila / dgua > com hexano
I ]
at} Fase hexénica Fase Acnifagua
Evaporagio NaCl

Frag¢éo hexanica i

Fase Fase
Aquosa acetonitrilica
Evaporacio
Fragao Fragdo
aquosa acctonitrilica

ESQUEMA 3. Obtencdo das fracOes hexanica, acetonitrilica e aquosa a partir dos extratos brutos

etandlico e diclorometanico das partes aéreas de Artemisia annua

5.2.4. Obtencao da fracio enriquecida em lactonas sesquiterpémicas a partir do
extrato bruto etandlico das partes aéreas de Arfemisia annua

Esta fragdo foi obtida de acordo com a metodologia descrita por Lonergan ef al.,
1992.

O filtrado resultante da maceracio de 500 gramas de folhas com dois litros de
etanol (3 vezes), foi concentrado até¢ um volume de 100 ml. Posteriormente, foi
adicionado 1 litro de solugdo de acetato de chumbo 10%, para que ocorresse a
precipitacio de clorofila e substincias graxas. Apds um periodo de 12 horas em

geladeira, sob temperatura de 4° C, foi realizada uma filtragdo sobre 35 g de terra
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diatomita (Celite®). O residuo foi descartado e a fase aquosa (filtrado) resultante foi
extraida por trés vezes sucessivas com 1 litro de diclorometano. Apés separagfio das
fases em funil, a fragdio diclorometdnica foi evaporada até secura, a vicuo, sob
temperatura de 40°C, fornecendo a denominada fracfio lactonas, na quantidade de 2,5 g.

Estes procedimentos estdo descritos no esquema 4.

Material vegetal seco e pulverizado (500 g)

Extracdo com etanol

I
Concentragdo até 100 mi

|
Adigdo de solugdo de acetato de chumbo 10%
Filtragdo apods 30 minutos
| I
Precipitado Filtrado
:
Extracio com diclorometano (3 vezes)

Evaporacio
Fracdo Lactonas

ESQUEMA 4: Obtengio da fragio enriquecida em lactonas sesquiterpénicas a partir do extrato bruto

etanolico das partes aéreas de Artemisia annua

5.2.5. Purificagio da fracio lactonas

A fragdo lactonas (2,5 g) foi submetida a um processo de purificagfio através de
coluna cromatografica filtrante, contendo 5 g de silicagel como fase estacionaria. Esta
coluna foi eluida com solventes de gradientes crescentes de polaridade. Foram obtidas
trés fragGes distintas denominadas apolar (0,6 g), de média polaridade (1,0 g) e polar

(0,9 g), de acordo com a ordem dos solventes utilizados na eluigdo da coluna, ou seja,
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hexano (100 ml), hexano/acetato de etila 10% (100 ml) e acetato de etila puro (200 ml).

Estes procedimentos estdo descritos no esquema 5.

Fragao lactonas
]
Coluna cromatografica (silicagel)

Hexano Hexano/Acetato de etila 15% Acetato de etila

I | I

Evaporagio a vacuo 40° C

Fragéo apolar Fragdo de média polaridade Fra¢&o polar

ESQUEMA 5: Purificagdo da fragio lactonas

5.2.6. Anilise cromatografica

5.2.6.1. Cromatografia em camada delgada

Foram utilizados reagentes e solventes p.a. das marcas Aldrich, Carlo Erba,
Fischer, Fluka e Merck

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silica gel G e
PF»54 (Merck), na proporgdo 1:1, sobre suporte de vidro {(espessura 0,25 m) ou em
cromatofolhas prontas (Merck artigo 5554). Como fase mével, foi utilizada a mistura
de cloroférmio/metanol 5%. A detecgfio dos compostos foi feita por irradiagio com
lampada UV a 254 nm, com posterior pulverizacio com solucdo acido acético: acido

sulfiirico: anisaldeido (50:1:0,5) seguido de aquecimento.
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5.2.6.2. Anilise qualitativa por cromatografia gasosa acoplada 3 espectrometria de
massas

As frages e substancias 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, 30m x 0,25
mm, DB-1 ou DB-5, ou similares). Nas anslises das amostras, foram coinjetados n-
alcanos de cadeia linear para o célculo do indice de retengfio de van den Dool & Kratz,
1967. As condig¢des de analise para lactonas sesquiterpénicas foram: temperatura de injecdo:
250°C; temperatura do detetor: 300°C; programa de temperatura: 40(2 min)-240°C,
5°C/min, 240-300°C, 10°C/min; com ou sem razdo de split 1:100 (dependendo da

concentraciio da amostra); gis de arraste He 0,7 bar, 1ml/min; volume da amostra 1-2

pl.

3.3. Testes de atividade farmacolégica

5.3.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos e
camundongos Swiss machos, com peso corporal entre 200 e 250 g e 25 a 30 g,
respectivamente. Estas espécies foram fornecidas pele Centro de Bioterismo (CEMIB)
da UNICAMP. Os animais foram utilizados nos experimentos, ap6s periodo minimo de

sete dias de adaptaco em biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura
ambiente de 20°C.

5.3.2 Ulcera induzida por indometacina
Neste experimento, foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal

variando entre 200 e 250 g, divididos em grupos de aproximadamente 7 animais. Apos
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um periodo de 24 horas em jejum, com acesso livre 4 4gua, cada grupo de animais
recebeu'por via oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo salina (10 ml/kg)
como controle negativo, cimetidina (100 mg/kg), como controle positivo e o extrato
vegetal. Apés 30 minutos, foi feita a administracio subcutinea de indometacina na
dose de 30 mg/kg, segundo a metodologia descrita por Morimoto ef af, 1991.
Decorridas 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os
estomagos retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina
0,9% para contagem e avaliagdo das lesSes produzidas. O indice de lesdes ulcerativas
foi calculado por meio da somatéria dos parametros abaixo, de acordo com o esquema

descrito por Gamberini et al. |, 1991.

Perda de pregas da mucosa I ponto

Descoloragio 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

" onde n refere-se ao niimero de lesdes observadas.
Para a determinagdo da porcentagem de inibi¢fo do indice de lesGes ulcerativas
apresentados pelos grupos tratados em relagiio ao grupo controle, foi utilizada a

seguinte formula:

média conttrole = média. tratado X 100

média controle
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5.3.3. Ulcera induzida por etanol

Neste experimento, foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200 e
250 g. Apds um periodo de 24 horas em jejum, com acesso livre a de dgua, 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
¢ 0 extrato vegetal. Apds 30 minutos, foi feita a administracfio oral de 1 ml de etanol
absoluto, de acordo com a metodologia descrita por Robert, 1979. Os animais foram
sacrificados 1 hora depois, por deslocamento cervical. Os estémagos foram retirados,
abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugfo salina 0,9% para posterior
contagem ¢ avaliagdo das lesGes ulcerativas. O indice de les®es ulcerativas foi

calculado posteriormente, de acordo com o esquema descrito por Gamberini ez al.,
1991.

5.3.4. Ulcera induzida por reserpina

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 250 g. Ap6s um
periodo de 24 horas em jejum, com acesso livre 4 4gua, cada grupo de animais recebeu
por via oral, o tratamento correspondente, ou secja, solugdo salina (10 ml/’kg) como
controle negativo, atropina (10 mg/kg), como controle positivo e o extrato vegetal.
Apo6s 30 minutos, foi realizada a administraco intraperitoneal de reserpina na dose de
10 mg/kg, segundo a metodologia modificada de Gupta et al. 1974. Decorridas 20
horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, tendo os estdmagos
retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em solugfo salina 0,9% para
posterior contagem e avaliagdo das lesdes ulcerativas. O indice de lesdes ulcerativas foi

calculado de acordo com o esquema descrito por Gamberini ef al., 1991.
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5.3.5, Uleera induzida por estresse

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200 e
250, submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso 3 dgua. Cada
grupo de animais recebeu inicialmente, por via oral, o respectivo tratamento, ou seja
salina 0,9% (10 ml/kg), como controle negativo, carbenoxolona (200 mg/kg),como
controle positivo e o extrato vegetal. Apds 30 minutos do tratamento, os animais
tiveram as patas dianteiras e traseiras imobilizadas com fitas de esparadrapo e
posteriormente foram colocados no interior de contensores. Estes, foram colocados em
cdmara fria a uma temperatura de 4° C por 2 horas, segundo a metodologia de Levine er
al; 1971. Apds este periodo, os animais foram sacrificados, tendo seus estdomagos
retirados e abertos ao longo da maior curvatura, para avaliagio das lesdes e posterior

determinagdo do indice de lesdes ulcerativas, de acordo com a metodologia descrita por
Gamberini ef al., 1991.

5.3.6. Estude da participacio de prostaglandinas na citoproteciio gastrica

Neste ensaio, foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal variando
entre 200 e 250 g, submetidos a2 um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso 3
agua. Apés 30 minutos da administragfio intraperitoneal de indometacina (5 mg/kg),
cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento, ou seja, solucio
salina 0,9% (10 ml/kg) e o extrato vegetal. Apés 30 minutos, cada animal recebeu por
via oral, 1 ml de etanol absoluto. Ao final de ! hora, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo seus estdmagos retirados, abertos ao longo da maior
curvatura € lavados em solugdo salina 0,9%, para posterior contagem e avaliacfio das
lesdes produzidas. O indice de lesdes wulcerativas foi entdo calculado através da

metodologia descrita por Gamberini et al., 1991.
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3.3.7. Estudo da participaciio das substincias sulfidrilicas nio proteicas sobre a
citoproteciio gastrica

Neste ensaio, 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 3
agua. Apos 30 minutos da administracdo subcutdnea N-etilmaleimida (10 mg/kg), cada
grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento, ou seja, soluco salina
0,9% (10 ml’kg) e o extrato vegetal. Apds 30 minutos, cada animal recebeu por via
oral, 1 ml de etanol absoluto. Ao final de I hora, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo seus estdmagos retirados, abertos ao longo da maior
curvatura e lavados em solugfio salina 0,9%, para posterior contagem e avaliacdo das
lesBes produzidas. O indice de lesSes ulcerativas foi entdo calculado através da

metodologia descrita por Gamberini et al. 1991.

5.3.8. Estudo da participacio do éxido nitrico sobre a citoprotecio gistrica

Neste ensaio, 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 &
dgua. Apods 30 minutos da administragdo endovenosa de L-name na dose de 5 mg/kg,
cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento, ou seja, solugio
salina 0,9% (10 mt/kg) e o extrato vegetal. Apos 30 minutos, cada animal recebeu por
via oral, | ml de etanol absoluto. Ao final de 1 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 avaliacfio das
lesBes produzidas. O indice de lesdes ulcerativas foi entio calculado através da

metodologia descrita por Gamberini ef al. 1991.
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5.3.9. Ligadura do piloro

Este experimento foi realizado segundo a metodologia de Shay er al, 1945.
Apos um perfodo de jejum de 24 horas, com fornecimento de agna ad libitum,
camundongos Swiss, machos, com peso corporal entre 25 e 30 g, foram anestesiados
por intermédio da inalagdo de éter etilico. Apéds tricotomia e incisdo da parede
abdominal, foi realizada a ligadura do piloro com linha ciriirgica de algoddo. Logo apos
a ligadura, cada grupo de animais recebeu por via intraduodenal, o tratamento
correspondente, ou seja, solucdo salina (2 ml/kg), como controle negativo, cimetidina
ou atropina (100 e 10 mg/kg, respectivamente), como controle positivo e o extrato
vegetal. O abddmen foi entfo suturado e apds 4 horas, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, o abddémen foi reaberto para a retirada do estémago. Foi
determinado o volume do conteido estomacal, seu pH e a quantidade de ions H'
(mEq/i/4 h), através de titulagdo com solugBo de hidréxido de sédio 0,IN. Neste
modelo experimental, a influéncia dos extratos e principios ativos sobre a atividade
estimulatoria da histamina sobre a secrecio acida foi  avaliada, através da
administracdo desta substincia, na dose de 25 mg/kg, por via subcutinea, 1 hora apds o

tratamento por via intraduodenal.

5.3.10. Determinacio quantitativa do muco gastreprotetor

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200-250 g, submetidos a
um periodo de jejum de 24 horas, com livre acesso a dgua.

Estes animais foram divididos em grupos, de acordo com o respectivo
tratamento, ou seja, controle (10 mi’kg), carbenoxolona (200 mg/kg) e amostra a ser
testada em dose previamente determinada.

Apds 30 minutos do tratamento, feito por via oral, os animais foram submetidos
ao processo de inducdo de ulcera géastrica por imobilizagio a baixa temperatura

(estresse).
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Apés o sacrificio dos animais, o estomago foi retirado e aberto ao longo da
maior curvatura, tendo a regifio fiindica retirada e descartada.

O corpo glandular do estdmago foi pesado e mergulhado em 10 ml de solugfio de
Alcian Blue 0,1% por um periodo de 2 horas. :

Apos este periodo, os estdmagos foram submetidos 4 lavagem com 10 ml de
solugdo de sacarose 0,25 M por 2 vezes, sendo a primeira por 15 e a segunda por 45
Mminutos.

Em seguida, os estomagos foram transferidos para 10 mi de solu¢do de MgCl,
0,5 M por 2 horas para a extracdo do corante complexado com o muco gastrico.

Com a solugfo obtida foi feita uma emulsio com 10 ml de éter etilico. Esta
emulsdo 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 concentragtes conhecidas do corante

(6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100 pg/ml).

5.4. Anilise estatistica

Todos os resultados foram submetidos 4 andlise de varidncia de uma tnica 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. Resultados



6.1. Ulcera induzida por indometacina

6.1.1. Fracbes aquosa e diclorometinica obtidas do extrato bruto hidroalcoélico
das raizes de Artemisia annuqg

No modelo de tlcera induzida por indometacina, os animais foram tratos com
estas fra¢des, por via oral na dose de 500 mg/kg. Somente a fracio diclorometanica
apresentou atividade antiulcerogénica, reduzindo em 47,1%, o indice de lesdes
ulcerativas. Os resultados obtidos estdo expressos no grafico 1 e na tabela 1, como
media + erro padrdo da média do indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de
fratamento.
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(média + epm)

Indice de Lestes Ukerativas

** l
Controle Cimetidnz  F. diclorometinica  F. aquosa

Tratamentos
ANOVAF  ,,,=7.85 p<0.001. Teste de Duncan *p <0,05; *p <0,01.

GRAFICO 1: Efeito da administracio oral da cimetiding e das fracGes aquosa e diclorometinica, obtidas
do extrato hidroalcodlico das raizes de Artemisia annua, no modelo de dlcera induzida por indometacina

Dose nLu Inibigio do 'ILU
Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 7 42,6+ 9,1
Cimetidina 100 7 84 +3,6** 80,0
F. aquosa 500 g 47,0+ 6,3 -
F. diclorometanica 500 6 222+5]1* 47.1

ANOVA Fis2 = 7,85 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,05; **p < 0,001.

TABELA 1: Efeito da administragio oral da cimetidina e das fragdes aquosa e diclorometanica,
obtidas do extrato hidroalcodlico das raizes de Artemisia annua, no modelo de tlcera induzida por

indometacina

LU: Indice de Lesdes Ulcerativas
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6.1.2. Extrato bruto diclorometinico obtido das raizes de Artemisia annua

Com as raizes de Artemisia annua, foi obtido um extrato bruto, por meio de
maceragdo direta do material vegetal com diclorometano. Este extrato, quando
administrado por via oral na dose de 500 mg/kg, no modelo de ulcera induzida por
indometacina, apresentou uma reducdio de 72,9% do indice de lesdes ulcerativas. Os
resultados obtidos estdo expressos no grafico 2 e na tabela 2, como média % erro padrio

da média do indice de lesbes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

&

Indice de Les®es Ulcerativas
(média + epm)

Tratamentos
ANGVAF, 1571880 p<0,001. Teste de Duncan *p<0,001.
GRAFICO 2: Efeito da administragdo oral da cimetidina e do extrato bruto diclorometanico, obtido das

raizes de Artemisia annua, no modelo de tlcera induzida por indometacina

Dose ILU Inibi¢do do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média = epm) (%)
Controle 7 67.1 6,4
Cimetidina 100 5 16,2+ 5,2 % 75,9
EB diclorometinico 500 7 182+ 81 * 72,9

ANOVA F15 = 18,80 p < 0,001. Teste de Duncan: *p < 0,001,

TABELA 2: Efeito da administracdo oral da cimetidina e do extrato bruto diclorometinico, obtido das

raizes de Artemisia annua, no modelo de ilcera induzida por indometacina
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6.1.3. Extratos brutos etandlico e diclorometinico e respectivas fracgdes, obtidos
das partes aéreas de Arfemisia annua

Com as partes aéreas de Artemisia annua, foram obtidos dois extratos brutos,
por meio de maceracdo do material vegetal com etanol e diclorometano,
respectivamente. Ambos foram fracionados, fornecendo, cada um deles, trés fragBes
distintas, denominadas hexanica, acetonitrilica e aquosa. Estes extratos brutos e suas
fracGes, foram testados por via oral na dose de 500 mg/kg, no modelo de tlcera
induzida por indometacina. Os extratos etandlico e diclorometinico apresentaram,
respectivamente, 53,8 e 76,7% de inibi¢do do indice de lesdes ulcerativas. Das fragoes
obtidas do extrato etandlico, somente a hexénica e a acetonitrilica apresentaram
atividade antiulcerogénica, com diminui¢do do indice de lesdes ulcerativas de 39,4 e
71,4%, respectivamente. O mesmo ocorreu com as fragdes obtidas a partir do extrato
diclorometanico, variando apenas a porcentagem de inibic3o do indice de lesGes
ulcerativas, que foram equivalente a 65,0 e 50,8%, para as fragGes hexénica e
acetonitrilica, respectivamente. Os resultados obtidos com o extrato etandlico e suas
fragdes estdo expressos no grafico 3 e na tabela 3, e aqueles obtidos com o extrato
diclorometanico, no grafico 4 e na tabela 4, respectivamente, como média + erro padrio

da média do indice de leses ulcerativas, para cada grupo de tratamento.
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(média = epr)
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Gomtrole Cmetidina EB  F.acetorrilca F hexinica F.aquosa
etanckce

Tratamentos
ANOVAF g 1225 p <0001 Teste de Duncan <001, *5 <0001

GRAFICO 3: Efeito da administragdo oral da cimetidina e do extrato bruto etanélico e suas frages,

obtidos das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de tlcera induzida por indometacina

Tratamento Dose n ILU Inibigdo do ILU
(mg’kg) (média + epm) (%)

Controle 6 51,0+ 3.8

Cimetidina 100 6 6,6 = 1,4 ** 88.8

EB etandlico 500 6 242 £ 42 ** 53,8

F. acetonitrilica 500 6 14,3 = 4,6 ** 71,4

F. hexénica 500 6 31,3+4.8* 394

F. aquosa 500 6 492 + 3.1 1,7

ANOVA Fs3= 22,13 p < 0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01; **p < 0,001,

TABELA 3: Efeito da administragdo oral da cimetidina e do extrato bruto etandlico e suas fracdes,

obtidos das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de tilcera induzida por indometacina
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Controle  Cimetidirm  FB dickwo F.acetcnitmibica F hexdnka F.aquosa

Tratamentos
ANOVA F; 525,78 p<0,001 Teste de Duncan <00k *p<0,001

GRAFICO 4: Efeito da administracio oral da cimetidina e do extrato bruto diclorometinico e suas

fracdes, obtidos das partes aéreas de Artemisia annua no modelo de Glcera induzida por indometacina

Dose LU Inibi¢io do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 6 54,5+ 6,7

Cimetidina 160 6 5,1 & 0,5 ** 90,6
EB diclorometanico 500 6 12,7+ 4,0 ** 76,7
F. acetonitrilica 500 6 26,854 * 50,8
F. hexénica 500 6 18,8 £5,3 ** 65,5
F. aquosa 500 5 44,0 = 6,0 19,3

ANOVA Fs29 = 13,78 p < 0,001. Teste de Duncan: *p < 0,01; **p < 0,001.

TABELA 4: Efeito da administra¢io oral da cimetidina e do extrato bruto diclorometinico ¢ suas

fracBes, obtidos das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de ulcera induzida por indometacina
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6.1.4. Fracio lactonas

A fragio enriquecida em lactonas sesquiterpénicas, no modelo de tlcera
induzida por indometacina, foi administrada por via oral na dose de 500 mg/kg,
apresentando 86,0 % de reducio no aparecimento de lesdes ulcerativas. Os resultados

estdo expressos no grafico 5 e na tabela 5, como média + erro padrio da média do

indice de lesOes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

fudice de Lesdes Ulcerativas
(média £ epm)
.
[=]

Cimetiding
Tratamenios
ANOVAF,, . =19,07 p <0001 Testede Dunca: *p=<0,001,

GRAFICO 5: Efeito da administrag3o oral da cimetidina e da fragio lactonas, obtida do extrato bruto
etandlico das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de {lcera induzida por indometacina

Dose LU Inibigdo do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 6 432+79
Cimetidina 100 6 6,7+1,6* 84,5
F. Jactonas 500 6 6,0+ 18* 86,1

ANOVA Fg.5 = 19,07 p <0,001. Teste de Duncan: *p < 0,001.

TABELA 35: Efeito da administracdio oral da cimetidina e da fragfio lactonas, obtida do extrato bruto
etandlico das partes aéreas de Artemisia anrua, no modelo de ulcera induzida por indometacina
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6.1.5. Fracbes obtidas da purificacio da fracio emriquecida em lactonas
sesquitei‘pénicas

A fracfo lactonas foi submetida a um processe de purificagio especifico, através
de coluna cromatografica. Este procedimento forneceu trés novas fragées, denominadas
apolar, de média polaridade e polar. Quando submetidas ao modelo de ulcera induzida
por indometacina, foi observada inibigdo do indice de les6es ulcerativas nos grupos de
animais tratados com as fragdes apolar e de média polaridade e polar. As porcentagens
de inibicio foram de 88,1 e¢ 57,7 e 31,1 %, respectivamente. Os resultados estfio
expressos no grafico 6 e na tabela 6, como média = erro padrdo da média do indice de

lesdes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

Tndice de T esties Ulcerativas
(mécin  epr)

Comole Cimetidina  F.apolr  F. platidade  F. potar
mddia
Traarrentos
ANOVA Fyy =561 p <0001 Teste de Dimcan *p<0,05; *p<00L *p<0,001

GRAFICO 6: Efeito da administraciio oral da cimetidina e das fragdes apolar, de média polaridade e
polar, obtidas a partir da fracio lactonas das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de flcera

induzida por indometacina



Dose .U Inibigdo do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 6 53,7+ 17,7

Cimetidina 100 6 6,3+ 1,0 *** 88,3
F. apolar 500 5 6,4 £ 2,0 *** 88,1
F. polaridade média 500 6 22,7 £ 6,2 ** 57,7
F. polar 500 5 37,0+ 144 * 31,1

ANOVA Fy23 = 15,61 p < 0,001, Teste de Duncan: *p < 0,05; **p < 0,001; ***p < 0,001,

TABELA 6: Efeito da administraciio oral da cimetidina e das fragdes apolar, de média polaridade e
polar, obtidas a partir da fracio lactonas das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de dlcera
induzida por indometacina

6.1.6. Fraciio flavonoidica e substincias isoladas das partes aéreas de Artemisia
annua

Das partes aéreas de Artemisia annua, foi obtida uma fragio enriquecida em
flavondides, através de projetos de pesquisa j& existentes no CPQBA/UNICAMP. Esta
fracdo, quando submetida ao modelo de ficera induzida por indometacina, nio
apresentou atividade antiulcerogénica. Os compostos majoritirios presentes, a dose e a

via de administragio utilizadas no experimento, estdo representados na tabela 7.
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Dose Flavondides Via de
Fracio (mg/kg) identificados administracio

Flavonoidica 500 oral

artemeting 3,6,7,3° tetra- 0 -

-5 - hidroxiflavona

TABELA 7: Principais substancias isoladas da fragéo flavonoidica, obtida das partes aéreas de Artemisia

anuua, sem atividade antiulcerogénica no modelo de ulcera induzida por indometacina

Algumas substincias também isoladas das partes adreas da espécie, como a
artemisinina, a artenuina B, o 4cido artemisininico, o a-copaeno e o B-sitosterol, foram
submetidos ao modelo de ulcera induzida por indometacina, ndo apresentando,
também, atividade antiulcerogénica. Estas substincias foram obtidas através de outros
projetos de pesquisa do CPQBA/UNICAMP. As estruturas quimicas, as doses e as vias

de administra¢do utilizadas nos experimentos estio representados na tabela 8.
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Substincia Estrutura Classe Dose Via de
molecular quimica (mg/’kg) administracio
Artemisinina lactona 200 oral
sesquiterpénica
Acido artemisininico sesquiterpeno 200 oral
Artenuina B lactona 100 intraperitoneal
sesquiterpénica
o copaeno sesquiterpeno 200 oral
f sitosterol
esterdide 200 oral

TABELA 8: Substancias isoladas das partes aéreas de Arfemisia anuua, sem atividade antiuleerogénica no

modelo de alcera induzida por indometacina
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6.2. Ulcera induzida por reserpina

6.2.1. Fragio diclorometanica obtida do extrato bruto hidroalcodlico das raizes de
Artemisia annua

Esta fracdo, administrada por via oral na dose de 500 mg/kg no modelo de tlcera
induzida por reserpina, reduziu o indice de lesdes ulcerativas em 47,1%. A atropina,
droga padrdo utilizada para prevenir o aparecimento das tlceras provocado pela
reserpina, apresentou redugio do indice de leses ulcerativas equivalente a 62,3%. Os
resultados obtidos estdo expressos no grafico 7 e na tabela 9, como média + erro padrdo

da média do indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

Indice de Lesdes Ulcerativas
(média + epm)

Controle Afropinz F. diclorometinia
Tratamentos
ANOVﬁFa'm%,QZ p <001, Teste de Duncan "p<0,05.

GRAFICO 7: Efeito da administrag3o oral da fragio diclorometanica, obtida do extrato hidroalcodlico

das raizes de Artemisia annua e da atropina no modelo de tilcera induzida por reserpina
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Dose ILU Inibigdo do [LU

Tratamento (mg/kg) n {média = epm) (%)
Controle 7 257+42

Atropina 10 6 9623 * 62,6
F. diclorometénica 500 7 136+£28*% 47,1

ANOVA F5 17 = 6,42 p < 0,01. Teste de Duncan: *p < 0,01.

TABELA 9: Efeito da administragio oral da fracdo diclorometinica, obtida do extrato hidroalcodlico

das raizes de Artemisia annua no modelo de tlcera induzida por reserpina

6.3. Ulcera induzida por estresse

6.3.1. Fraciio de polaridade média obtida a partir da fracfo lactonas

Esta fracdo, no modelo de ulcera induzida por estresse, com imobilizagdo a
baixa temperatura, produziu uma inibi¢do do indice de lesBes ulcerativas de 29,4%. Os
resultados obtidos estdo expressos no gréfico 8 e na tabela 10, como média = erro

padrdo da média do indice de lesBes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.
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Controle Carbenoxolona F. lactonss
Tratamentos
ANOVAF =845 p<00]. Teste deDvmcan *p <005, **p<0,01.

@15

GRAFICO 8: Efeito da administracio oral da carbenoxolona e da fracdo lactonas, obtida do extrato
etandlico das partes aéreas de Artemisia annua no modelo de filcera induzida por estresse
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Dose 1ILU Inibicdo do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média = epm) (%)
Controle 6 228+1,9

Carbenoxolona 200 6 10,.0 £ 2.5 ** 56,1
F. lactonas 100 6 16,1 1,9 * 29,4

ANOVAF 17 = 6,42 p < 0,01. Teste de Puncan; *p < 0,01.

TABELA 10: Efeito da administragBio oral da carbenoxolona ¢ da fragio lactonas, obtida do extrato

etanolico das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de tilcera induzida por estresse

6.4. Ulcera induzida por etanol

6.4.1. Fracio diclorometanica obtida do extrato bruto hidroalcodlico das raizes de
Artemisia annua

Esta fragdo, administrada na dose de 500 mg/kg, por via oral, reduziu o indice de
lesdes ulcerativas em 89,3%, enquanto que a cisteamina, droga padrdo utilizada neste
experimento, apresentou 92,1%. Os resultados obtidos estdo expressos no grafico 9 e
na tabela 11, como média + erro padrio da média do indice de lesdes ulcerativas, para

cada grupo de tratamento.
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Cisteamina F. dicloromet inica

Tratamentos
ANOVAFQJQ%,SB = 0,001 Teste de Dvcem: %p 0,001,

GRAFICO 9: Efeito da administracdo oral da fragio diclorometinica, obtida do extrato hidroalcodlico

das raizes de Artemisia annua no modelo de tilcera induzida por etanol

Dose LU Inibig8o do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 6 47,870
Cisteamina 100 6 3,8+1,8% 92,1
F. diclorometinica 500 7 51+15%* 89,3

ANOVA F.16) = 36,88 p < 0,001. Teste de Duncan: *p < 0,001,

TABELA 11: Efeito da administragio oral da fracio diclorometinica, obtida do extrato hidroalcodlico

das raizes de Artemisia annua no modelo de alcera induzida por etanol

6.4.2. Fracio lactonas
Esta fracdo, quando administrada na dose de 500 mgkg, por via subcutinea,

apresentou 59,8% de inibicio do indice de lesdes ulcerativas. Os resultados obtidos
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estdo expressos no grafico 10 e na tabela 12, como média + erro padrio da média do

indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.

&

Indice de Lesdes Ulcerativas
(média + epm)

Controle Carbenoxolona F. Iactomas

Tratamentos
ANOVAF, 110,19 p<0,01 Teste deDuncan *p<005; **p<001.

GRAFICO 10: Efeito da administragio subcutinea da fragfio lactonas, obtida do extrato etandlico das

partes aéreas de Artemisia annua no modelo de ilcera induzida por etanol

Dose ILU Inibic&o do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média = epm) (%)
Controle 5 438 +5,1
Carbenoxolona 200 4 253+4,7%* 42,2
F. lactonas 500 5 17,6 £ 3,1 ** 59,8

ANOVA Fiay = 10,19 p < 0,01, Teste de Duncan: *p < 0,05; **p < 0,01,

TABELA 12: Efeito da administragdo subcutinea da fraciio lactonas, obtida do extrato etanélico das

partes aéreas de Artemisia annua no modelo de flcera induzida por etanol
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6.5. Ligadura do piloro

6.5.1. Extrato brutoe diclorometinico das raizes de Artemisia annua

Este extrato foi administrado por via intraduodenal na dose de 500 mg/kg, para a
avaliag@o de sua atividade sobre a secrecfio 4acida gastrica. Foi utilizado o modelo de
ligadura de piloro, com e sem o tratamento prévio dos animais com histamina na dose
de 25 mg/kg, por via subcutinea. Nao foi observada atividade anti-secretéria, pois o
volume e a concentragdo hidrogenidnica do conteudo gastrico dos animais tratados com
o extrato bruto diclorometinico ndo foram alterados. Os resultados estdo expressos nas
tabelas 13 e 14, respectivamente, como média £ erro padrio da média do volume de

secrecdo ¢ da concentragdo hidrogenidnica, para cada grupo de tratamento.

Volume de secreciio H
Tratamento n (ml) (mEq/i/4h)
Controle 4 0,51+ 0,06 430,95 + 146.70
Histamina 4 0,50 + 0,27 912,53 £ 110,15 *
EB CH;Cl; (sem histamina) 4 0,70+ 0,11 680,90 = 32,72

Volume: ANOVA Fo0=0,42 p> 0,05.
H"ANOVAF 9= 5,01 p <0,05. Teste de Duncan *p < 0,05,

TABELA 13: Efeito da administragdo intraduodenal do exirato bruto diclorometinico (EB

CH,Cl,), obtido das raizes de Artemisia annua sobre a secregio gastrica em modelo de ligadura do
piloro
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Volume de secreciio H*
Tratamento

n (ml) (mEq/1/4h)
Controle 4 0,51 £ 0,06 430,95 £ 146.70 *
Controle + Histamina 4 0,50+ 0,27 912,53 £ 110,15
EB CH,Cl, (com histamina) 4 0,68 =0,22 1328,25 + 185,26

Volume: ANOVA Fog= 0,22 p> 0,05,
H: ANOVAF 9= 890 p<0,01. Teste de Duncan *p < 0,05,

TABELA 14: Efeito da administra¢do intraduodenal do extrato bruto diclorometinico (EB

CH,Cly), obtido das raizes de Artemisia annua sobre a secrecdo gastrica no modelo de ligadura

do piloro em animais pré tratados com histamina

6.6. Estudo da influéncia do éxido nitrico sobre a citoprote¢iio gastrica

6.6.1. Fracio de polaridade média

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, com administragio prévia
dos animais com L-name na dose de 5 mg/kg por via endovenosa, a fracio de
polaridade média, obtida da fracdo lactonas, manteve sua atividade antiulcerogénica
apresentada anteriormente sem a administracio desta substincia, inibindo o indice de
lesBes ulcerativas em 87,1%. Os resultados obtidos esifio expressos no grifico 11 e na
tabela 15, como média + erro padrio da média do indice de lesGes ulcerativas, para

cada grupo de tratamento.
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Indice de Lesdes Ulcerativas

Controke Controle + L-name FPM + L-name

Tratamentos
ANOVAF, |, 41,32 p<0001. Teste de Duncan *p<001; **p<0,001,

GRAFICO 11: Efeito da administragiio oral da fracio de polaridade média (FPM), obtida da purificagiio
da fragdo lactonas das partes aéreas de Artemisia annua, no modelo de ulcera induzida por etanol

absoluto com administra¢io prévia de L-name

Dose ILU Inibi¢do do ILU
Tratamento (mg/kg) n (média + epm) (%)
Controle 4 32,5+4,9
FPM + 'L-name 100 6 4203 ** 87,1
Controle + L-name 4 46,8 + 3,7 * —

ANOVA F 11, = 41,32 p <0,001, Teste de Duncan: *p < 0,01; **p < 0,001,

TABELA 15: Efeito da administragéo oral da fragdo de polaridade média (FPM), obtida da purificagio
da fragdo lactonas das partes acreas de Arremisia annua, no modelo de wlcera induzida por etanol

absoluto com administracdo prévia de L-name

'L-name: No - nitro - L - arginine methyl esther
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6.7. Estudo da influéncia dos grupes sulfidrila nio proteicos sobre a citoprotecio

gastrica

6.7.1. Extrato bruto diclorometinico das raizes de Artemisia annua

Este extrato bruto, no modelo de (lcera induzida por etanol com administra¢io
prévia de N-etilmaleimida, apresentou atividade antiulcerogénica inibindo o indice de
lesbes ulcerativas em 83,6%. Os resultados obtidos estfio expressos no grafico 12 e na

tabela 16, como média + erro padrio da média para cada grupo de tratamento.
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Controle Controle ER dicloromet inico
NEM NEM
Tratamentos
ANOVAF, . =2162 p <0001 Teste de Dimean, *p-<0,05; **p <001,

1
GRAFICQO 12: Efeito da administragio oral do extrato bruto diclorometanico obtido, das rafzes de

Artemisia annua, no modelo de alcera induzida por etanol absoluto com a administra¢do prévia de N-
etilmaleimida (NEM)
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Dose ILU Inibicdo do ILU

Tratamento (mg/kg) n (média = epm) (%)
Controle 5 33,0+ 4,6

EB CH,ClL, + NEM 500 5 5,4+2,2 %% 96,3
Controle + NEM 4 51077 *

ANOVA F 11y = 21,62 p<0,001. Teste de Duncan: *p < 0,05; **p < 0,01.

TARELA 16: Efeito da administracio oral do extrato bruto diclorometdnico, obtido das raizes de
Artemisia annua, no modelo de dlcera induzida por etanol absoluto com a administracdo prévia de N-
etilmaleimida (NEM)

6.8. Estudo da influéncia das prostaglandinas sobre a citoproteciio gastrica

6.8.1. Extrato bruto diclorometinico das raizes e¢ fracio de polaridade média,
obtida da fracdo lactonas, das partes aéreas de Arfemisia annua

No modelo de tlcera induzida por etanol absoluto, a administracdo oral do
extrato bruto diclorometinico obtido das raizes na dose de 250 mgkg a fragio de
média polaridade na dose de 100 mg/kg, obtida da fragfo lactonas das partes aéreas de
Artemisia annua, diminuiram o indice de lesdes ulcerativas em 84,0 e 71,2%,
respectivamente. Neste mesmo modelo experimental, porém com administragdo prévia
dos animais com indometacina na dose 5 mg/kg, por via intraperitoneal, o extrato bruto
diclorometanico e a fracio de média polaridade ndo mais apresentaram a atividade
antiulcerogénica apresentada anteriormente. Os resultados obtidos estdo expressos no
grafico 13 e na tabela 17, respectivamente, como média + erro padrdo da média do

indice de lesdes ulcerativas, para cada grupo de tratamento.
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Tndice de LesBes Ulceratives
(mibdia £ epm)}
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Contle EBCHXL EBCHCL FPM FPM
mdometacing ndometacina
Tratamentos

ANOVAFy 20,2 6,00 p<0,01 Teste de Duncan % <005.

GRAFICO 13: Efeito da administragdo oral do extrato bruto diclorometinico (EB CH.Cl,), obtido das
raizes ¢ da fragdo de polaridade média (FPM), obtida da frag#o lactonas, das partes aéreas de Artemisia

annua, no modelo de ulcera induzida por etanol absoluto com e sem a administragio prévia de

indometacina
Dose ILU Intbi¢io do LU

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

EB diclorometanico 250 5 60+18%* 86,5

EB CH,Cl, + indometacina 250 6 27,0+ 6,7 39,2
FPM 100 5 16,0 £ 6,2 * 64,0
FPM + indometacina 100 4 46,0+ 11,1 -—-
Controle 5 44 4 + 10,7

ANOVA Fis20 = 6,00 p <0,01. Teste de Duncan: *p < 0,05.

TABELA 17: Efeito da administracio oral do extrato bruto diclorometanico (EB CH,Cl;), obtide das
raizes ¢ da fragdo de polaridade média (FPM), obtida da fracdo lactonas, das partes aéreas de Arremisia
annua, no modelo de dlcera induzida por etanol absoluto com e sem a administragio prévia de

indometacina
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6.9. Determinac¢io quantitativa do muco protetor aderido 3 mucosa gastrica

6.9.1 Fracio de polaridade média obtida das fraciio lactonas das partes aéreas de
Artemisia annua

A fragdo de média polaridade, no modelo de tlcera induzida por estresse,
produziu um aumento de 46,7% na quantidade de muco protetor aderido & parede
gastrica. A carbenoxolona, produziu um aumento de 57,2%. Os resultados obtidos
estdo expressos na tabela 18, como média + erro padriio da média da quantidade de

Alcian Blue complexada ao muco, para cada grupo de tratamento.

Dose Quantidade de muco Aumento do muco
Tratamento (mg/kg) n (ug Alcian Blue / g tecido) (%)
Controle 5 370,06 £ 16,0
Carbenoxolona 200 4 581,8+61,0% 572
FPM 100 6 5428 + 48,0 * 46,7

ANOVAFp1»=5.19 p <0,05. Teste de Duncan *p < 0,05.

TABELA 18: Efeito da administragio oral da fragdo de média polaridade, obtida da fragio lactonas das

partes aéreas de Artemisia annua, na produgio de muco protetor aderido 2 mucosa gastrica
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6.10. Anilise cromatogrifica dos extratos brutos e fracdes com atividade
antiulcerogénica

Os extratos brutos diclorometinico e etanolico ¢ a fracdo acetonitrilica,
obtida do fracionamento deste tiltimo, todos obtidos das partes aéreas de Artemisia
annuq, foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Na analise dos trés cromatogramas obtidos, foi observada a presenga de
compostos coincidentes na faixa de tempo de retengdio de 15 a 30 minutos. A
espectrometria de massas revelou a presenca de duas lactonas sesquiterpénicas, a
artemisinina e a artenuina-b e de um sesquiterpeno, o icido artemisininico, nesta
faixa de tempo de retengio. Os cromatogramas e a indicacfo da localizag@io destas

trés substéncias estdo representados nas figuras 2, 3 e 4, respectivamente.
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FIGURA 2: Perfil cromatografico do extrato bruto diclorometanico obtido das partes aéreas de

Artemisia annua
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FIGURA 3: Perfil cromatografico do extrato bruto etanélico obtido das partes aéreas de Artemisia
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FIGURA 4: Perfil cromatografico da fragfio acetonitrilica obtida a partir do extrato bruto etanélico das

partes aéreas de Arfemisia annua

A fragdo enriquecida em lactonas sesquiterpénicas e a fracio de média
polaridade, obtida do fracionamento desta tltima, também foram submetidas a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os cromatogramas obtidos
e a localizagdo das trés substincias ja citadas aoteriormente, estdo representados nas

figuras S e 6, respectivamente.
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FIGURA 5: Perfil cromatografico da fragio enniquecida em lactonas sesquiterpénicas obtida das partes

aéreas de Artemisia annua
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FIGURA 6: Perfil cromatografico da fragdo de média polaridade obtida da fragdo enriquecida em

lactonas sesquiterpénicas das partes aéreas de Artemisia annua
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7. Discussdo



A (lcera gastrica é uma patologia que atinge grande niimero de pessoas e sua
incidéncia tem aumentado em funcéo de fatores como o estresse, a ingestdo de etanol e
drogas antiinflamatérias. Acredita-se que de 5 a 10% de todos os seres humanos
desenvolvam esta doen¢a em algum momento de suas vidas (Schiller, 1990).

Alguns trabalhos de pesquisa tém sido realizados no Brasil e em outros paises,
para a avaliagio da atividade antiulcerogénica de espécies vegetais. Dentre estas
espécies, podem ser citadas como exemplos, a Curcuma longa (Raffatllah, ef al,
1990), a Maytenus ilicifolia (Souza Formigoni ef al., 1991), Styrax camporum e
Caesalpinea ferrea (Bacchi & Sertié, 1994), Baccharis frimera (Gamberini ef al,
1991), entre outras.

Este trabalho teve como objetivo a avaliacio da atividade antiulcerogénica da
Artemisia annua.

Inicialmente foram avaliados os exiratos brutos obtidos das partes aéreas e das
raizes desta espécie vegetal. O trabatho com as raizes ¢ bastante interessante sob o
ponto de vista fitoquimico, pois estas, além de nfio apresentarem clorofila, possuem

pequena quantidade de substancias graxas que dificultam o processo de purifica¢éo e
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Inicialmente foram avaliados os extratos brutos obtidos das partes aéreas e das
raizes desta espécie vegetal. O trabalho com as raizes é bastante interessante sob o
pounto de vista fitoquimico, pois estas, além de ndio apresentarem clorofila, possuem
pequena quantidade de substdncias graxas que dificultam o processo de purificagio e
ndo apresentam interesse farmacologico especifico. No inicio, este trabalho foi
conduzido somente com as raizes, mas a pouca disponibilidade deste material motivou
sua continnidade com as partes aéreas, que eram mais abundantes.

O extrato bruto diclorometénico, obtido a partir das raizes de Arfemisia annua
apresenton 72,9% de inibi¢do do indice de lesdes ulcerativas em modelo de tilcera
induzida por indometacina. Esta inibi¢do foi maior que aquela observada, de 47,1%,
quando a fragdo diclorometinica obtida da partigdo do extrato bruto hidroalcodlico das
raizes, foi administrada nas mesmas dose e via, em modelo de ulcera induzida por
indometacina. Portanto, a maceragio direta do material vegetal com diclorometano foi
capaz de extrair maiores quantidades de principios ativos que o processo de
fracionamento do extrato bruto hidroalcodlico. E provavel, portanto, que o8 principios
ativos responsaveis pela atividade antiulcerogénica apresentem carater de média
polaridade.

Os extratos brutos etandlico e diclorometénico das partes aéreas apresentaram
53,8 e 76,7% de inibigdo do indice de lesBes ulcerativas em modelo de tlcera induzida
por indometacina. O extrato bruto diclorometinico foi mais ativo que o etandlico,
confirmando a hipdtese anterior sugerida pelos resultados obtidos com as raizes, onde
os principios ativos responsaveis pela atividade antiulcerogénica parecem estar
localizados em faixas de média polaridade.

Os cromatogramas destes dois extratos, obtidos pela cromatografia gasosa
(FIGURAS 2 e 3), foram bastante parecidos qualitativamente, tendo sido observados,
em ambos, alguns compostos coincidentes na faixa de 10 a 25 minutos de tempo de

retengdo. Portanto, o extrato bruto diclorometénico, que foi mais ativo, deve apresentar

66



os principios ativos responsaveis pela atividade antiulcerogénica, com maior
abundéncia relativa que o extrato bruto etanélico.

Comparativamente, aos extratos brutos diclorometénicos obtidos com. as raizes,
aqueles obtidos com as partes aéreas, reproduziram a atividade antiulcerogénica, em
modelo de alcera induzida por indometacina nas mesmas dose e via de administragfio.
Esta observagdo sugere que o(s) principio(s) ativo(s) estdo presentes em quantidades
equivalentes tanto nas raizes, quanto nas partes aéreas.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas dos extratos brutos
etandlico e diclorometanico das partes aéreas, reveloun a presenca de substancias, cujos
espectros de massas, apresentaram perfil caracteristico de lactonas sesquiterpénicas.
Entre estas substincias, foram detectadas a artemisinina e a artenuina B, além de
sesquiterpenos, como o 4cido artemisininico, um precursor biossintético da
artemisinina na planta. Devido a disponibilidade destes compostos, isolados em outros
projetos de pesquisa desenvolvidos no CPQBA/UNICAMP, foi possivel avaliar suas
atividades em modelo de ulcera induzida por indometacina. A artemisinina € o acido
artemisininico na dose de 200 mg/kg, administrados por via oral ¢ a artenuina B, na
dose de 106 mg/kg, admimistrada por via intraperitoneal, nfio apresentaram diminui¢do
do indice de lesBes ulcerativas.

Uma oufra espécie pertencente ao mesmo género, a Artemisia douglasiana,
apresentou atividade antiulcerogénica em modelo de ulcera induzida por etanol
absoluto, um agente necrotizante da mucosa gistrica. Esta atividade foi atribuida a
dehidroleucodina, uma das lactonas sesquiterpénicas presentes nesta espécie (Guardia
& Guzman, 1994).

Portanto, foram iniciados os procedimentos para fracionamento dos extratos
brutos, com o objetivo de determinar as fragOes ¢ ou principios ativos responsaveis pela
atividade antiulcerogénica da Artemisia annua.

As fragdes provenientes da partigio do extrato bruto etanélico das partes aéreas

foram administradas na dose de 500 mg/kg por via oral e somente as fragdes hexanica e
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acetonitrilica apresentaram atividade antiulcerogénica, inibindo o indice de lesdes em
39,4 ¢ 71,4%, respectivamente. Sob as mesmas condigdes, as fracdes hexdnica e
acetonitrilica, obtidas da partigio do extrato brato diclorometinico apresentaram 65,0 e
50,8% de inibi¢do do indice de lesdes ulcerativas. Portanto, apesar do extrato bruto
diclorometinico ter sido mais ativo, o fracionamento do extrato etandlico foi mais
eficiente na separagdio dos principios ativos, pois forneceu a fragdo acetonitrilica, cuja
inibigdo do indice de lesdes ulcerativas de 71,4%, foi a maior observada, dentre as
fragdes citadas acima, em modelo de ilcera induzida por indometacina.

Existem basicamente dois mecanismos de agdo para as drogas antiulcerogénicas.
O primeiro deles, refere-se aos mecanismos que controlam o processo de secrecdo
acida gastrica. O segundo, refere-se aqueles mecanismos aumentam a resisténcia das
células da mucosa gastrica contra fatores agressivos, como o 4cido cloridrico, a
pepsina, a ingestio de etanol e de drogas antiinflamatdrias e ou limitam o acesso destes
agentes as células da mucosa (Allen, 1993).

Inicialmente, foi averignada a hipotese de agfo anti-secretéria da Artemisia
annua, por meio do modelo de ligadura do piloro em camundongos. Nio foram
observadas alteragdes no volume e na concentragdo hidrogeninica do contetido
gastrico dos animais tratados com o extrato bruto diclorometinico das raizes por via
intraduodenal na dose de 500 mg/kg. Neste modelo experimental, este extrato foi
admimistrado nas mesmas condigdes, porém em animais que receberam histamina, 1
hora apés o tratamento com o extrato. A histamina ¢ uma substincia que aumenta a
secregdo acida gastrica por estimular os receptores H presentes na célula parietal
(Black et al., 1972). Néo foram observadas alteragbes de volume e concentragiio
hidrogenionica, sugerindo portanto, que o mecanismo de agdo antiulcerogénica do(s)
principio(s) ativo(s) da Artemisia annua nio envolve fatores que controlam a secregio
acida gastrica. O mecanismo de agdo deveria emvolver, portanto, aquelas fatores

denominados citoprotetores da mucosa gastrica .
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Esta hipotese foi reforgada quando a fracfio diclorometinica, obtida do extrato
bruto hidroalcodhico das raizes, foi administrada por via oral em modelo de tlcera
induzida por etanol absoluto. Foi observada uma inibi¢io de 89,3% no indice de lesdes
ulcerativas. Neste modelo, as drogas que agem por mecanismos anti-secretdrios, como
a cimetidina, um bloqueador dos receptores histaminérgicos do tipo H,, ndo apresentam
atividade antinlcerogénica (Bauer ez al., 1986)

A fracio enriquecida em lactonas sesquiterpénicas também foi submetida ao
modelo de tdlcera induzida por etanol absoluto, sendo administrada por via subcutinea
na dose de 500 mg/kg. Nestas condi¢Bes, foi observada uma reduciio de 59,8% do
indice de lesdes ulcerativas. Este resultado, obtido com a utilizagdo de uma via
parenteral para a administragdo, foi muito significativo, pois descartou a hipétese de
que a atividade antiulcerogénica do(s) principio(s) ativo(s) da Artemisia annua seja
devida a um efeito local e inespecifico, denominado citoprotecdo adaptativa. Isto
ocorre devido & capacidade que algumas substéncias, consideradas urritantes moderados
da mucosa gastrica, possuem de induzirem a produgdo de prostaglandinas, substincias
endbgenas, de fundamental importincia no processo de citoprotegdo. Alguns estudos
em animais demonstraram que a administragdio oral de etanol diluido, antes da
administragdo do etanol absoluto pela mesma via, protege a mucosa dos animais contra
os danos causados por esta substancia (Robert ef al., 1983). O fato da fragdio lactonas
apresentar atividade quando administrada por via subcutinea reforga a hipdtese de que
a Artemisia annua apresenta uma atividade antiulcerogénica sistémica, através de
mecanismo de agfo especifico.

Esta mesma fragdo, em modelo de tlcera induzida por indometacina, promoveu
uma inibi¢do de 86% do indice de lesdes ulcerativas. Posteriormente, foi realizado o
fracionamento desta fragdo através de coluna cromatografica, resultando em trés outras
fragdes, denominadas, apolar, de média polaridade ¢ polar. Em modelo de tlcera
induzida por indometacina, as fragdes apolar e de média polaridade produziram 88,1 e

57,7% de mmbigdo do indice de lesdes ulcerativas. A analise cromatografica acoplada a
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espectrometria de massas da fragio enriquecida em lactonas sesquiterpénmicas e da
fragio de média polaridade apresentaram alguns compostos coincidentes com tempos
de reten¢do entre 10 e 25 minutos, incluindo a artemisinina, a artenuina B € o 4cido
artemisininico, que nido apresentaram atividade antiulcerogénica.

A fragdo diclorometanica, obtida do extrato bruto hidroalcodlico das raizes, foi
administrada por via oral na dose de 500 mg/kg em modelo de tlcera induzida por
reserpina, apresentando 47,1% de inmibigdo do indice de lesdes ulcerativas. Algumas
drogas simpatoliticas apresentam atividade antiulcerogénica neste modelo
experimental, especialmente os bloqueadores dos receptores o adrenérgicos. Os B
bloqueadores, como ¢ propranolol, ndo apresentam esta atividade. Drogas
anticolinérgicas, como a atropina, também apresentam atividade antiulcerogénica neste
modelo, pela inibi¢do da secre¢lio acida gastrica (Gupta et al., 1974). Em virtude do
extrato bruto diclorometinico ndo inibir a secre¢do acida, a agdo anticolinérgica ¢
pouco provavel. Existe ainda a hipdtese de mecanismos citoprotetores, pois sabe-se que
o aparecimento de lesdes induzidas pela reserpina e pelo estresse é acompanhada de
uma redugdo da quantidade de muco protetor gastrico. A produgio deste muco é
mediada principalmente pelas prostaglandinas. No estdmago sdo encontrados dois tipos
de muco, o luminal ¢ o aderido a parede gastrica. O muco luminal é facilmente
hidrolisado, nfio apresentando portanto propriedades protetoras sobre a mucosa. E
provavel que ele aja somente como lubrificante, protegendo-a contra as forgas
mecéanicas do processo digestivo. Ja 0 muco aderido € uma fina camada na forma de
gel, de espessura variada que impede a difusdio de ions H' para as células da mucosa
(Sellers et al., 1986).

Existemn diversos mecanismos fisioldgicos envolvidos na citoprotegdo gastrica.
Alguns deles foram avaliados com o objetivo de detectar um provavel mecanismo de
agdo antiulcerogénica. Para pesquisa deste mecanismo de agfo, seria interessante a

utilizagdo da fragdo apolar, que foi a mais ativa dentre todos os extratos e fragGes
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testados. No entanto, para esta avaliagio, foi utilizada a fragiio de polanidade média,
obtida em maior quantidade e o extrato bruto diclorometinico das raizes.

A mucosa gastrica apresenta grandes concentragdes de glutationa reduzida,
substancia suifidrilica nfo proteica, que promove citoprote¢do gastrica por meio de
mecanismo pouco conhecido. Sabe-se que a presenca de glutationa reduzida na mucosa
esta mtimamente relacionada com a citoprotecio gastrica, por impedir um aumento de
permeabilidade vascular e ainda por impedir a ag8o nociva de radicais livres tdxicos
para as células da mucosa (Szabo, 1981; Takeuchi er al., 1989). Para avaliar a
participagdo destas substincias na citoprote¢do produzida por Artemisia annua foi
utilizado o modelo de tdlcera induzida por etanol absoluto, em animais tratados
previamente pela N-etilmaleimida na dose de 10 mg/kg. Esta substincia é capaz de
promover a alquilagdo dos grupos sulfidrila, inativando-os (Takeuchi er al, 1989).
Portanto, caso a Artemisia annua apresentasse sua atividade antiulcerogénica por
interfertr com estes grupamentos sufidrila, em animais tratados com a N-etilmaleimida,
esta atividade desaparecena. O extrato bruto diclorometinico das raizes, administrado
por via oral na dose de 250 mg/kg, em modelo de ilcera induzida por etanol absoluto
em animais tratados previamente com a N-etilmaleimida, apresentou atividade
antiulcerogénica, diminuindo o indice de lesdes ulcerativas em 86,3%. Fica portanto,
descartada a hipotese de que o mecanismo de agio antinlcerogénica da Artemisia
annua esteja relacionado com as substincias sulfidrilicas ndo proteicas.

A microvasculatura gastrica é outro alvo para o desemvolvimento de drogas
antiulcerogénicas. O Oxido mitrico pode induzir citoprotegiio gastrica por promover
vasodilatagio e consequentemente aumentar o fluxo sanguineo da mucosa. Este
aumento de fluxo sanguineo acaba por acelerar a retirada de ions hidrogénio do contato
direto com a mucosa, além de aumentar a oferta de nutrientes para a mesma. Para a
avaliagfo da participagdo do 6xido nitrico sobre a citoprote¢do gastrica produzida por
Artemisia annua foi utilizado o modelo de dlcera induzida por etanol absoluto com a

administracdo prévia de L-name, na dose de 5 mg/kg por via endovenosa. Esta
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substincia ¢ um inibidor da NO-sintase, enzima responsavel pelo processo de sintese
do 6xido nitrico a partir da L-arginina (Konturek et al., 1995). Nestas condigdes, a
fraco de média polaridade obtida a partir da purificacdio da fracio enriquecida em
lactonas sesquiterpénicas, manteve sua atividade antinlcerogénica, inibindo o indice de
lesSes ulcerativas em 87,1%. Este resultado descarta a hipdtese de que a os principios
ativos antinlcerogénicos de Artemisia annua interfiram com a sintese de 6xido nitrico.
QOutra possibilidade seria a presenga nos extratos, de alguma substincia que pudesse
funcionar como doadora de NO. Algumas substincias apresentam esta caracteristica,
tendo surgido recentemente o nitrofenac, antiinflamatorio ndo esteroidal, que auxilia no
tratamento de alceras gastricas, justamente por funcionar como doador de NO (Elliot ez
al., 1995). A analise preliminar dos espectros de massas dos componentes majoritarios
dos extratos e fragdes ativos ndo revelou a presenca de ion molecular impar, que seria
uma indicacdo da presenga de atomo de nitrogénio na molécula (Silverstein, 1981).
Portanto, a hipdtese da presenga de algum principio ativo capaz de promover a doagdo
de NO, tornou-se pouco provavel.

As prostaglandinas sdo a classe de substincias mais importantes no processo de
citoprotegdo. Para avaliagdo da atividade da Artemisia annua sobre os niveis de
prostaglandinas na mucosa gastrica, foi utilizado o modelo de ulcera induzida por
etanol absoluto com a administracio prévia de indometacina. A indometacina é um
antiinflamatdrio do tipo nfio esteroidal, que inibe a enzima cicloxigenase, responsavel
pela etapa final da sintese de prostaglandinas. Na dose de 5 mg/kg, nfo produz
ulceragdo por st propria, mas potencializa aquelas causadas pelo etanol absoluto
(Konturek et al., 1995). Nestas condigdes, a fracdo de polanidade média e o extrato
bruto diclorometinico perderam a atividade antiulcerogénica observada no grupo de
animais que nio receberam o tratamento prévio com indometacina. Este resultado
sugere que 0 mecanismo de agdo antiulcerogénica desta fragfo esti relacionado com o

aumento da sintese de prostaglandinas. As prostaglandinas aumentam a producgdo do
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muco aderido & mucosa e também a de bicarbonato, que participa na neutralizagdo do
acido gastrico, além de aumentar o fluxo sanguineo da mucosa gastrica.

A confirmagio do envolvimento das prostaglandinas no mecanismo de agdo
do(s) principio(s) ativo(s) da Artemisia annua foi realizada através da quantificagio do
muco gastrico em animais tratados com a fragio de polaridade média, obtida a partir da
frac@o lactonas. O muco aderido foi quantificado em estdmagos de animais submetidos
4 inducfo de ulcera por estresse, com imobilizagdo em baixa temperatura. Nestas
condigdes, os animais tratados por via oral com a fragdo de polaridade média na dose
de 100 mg/kg, apresentaram 46,7% de aumento na quantidade de muco protetor, além
de 29,4% de inibi¢lio do indice de lesSes ulcerativas provocadas pelo estresse. Como
droga padrio neste modelo experimental, foi utilizada a carbenoxolona, que produzin
um aumento de 57,2% na quantidade de muco. Esta substidncia age aumentando os
niveis de prostaglandinas ¢ consequentemente do muco, cuja producdo é mediada
principalmente pela a¢8o das prostaglandinas (Lewis, 1991).

Os resultados obtidos sugeriram que a Artemisia annua possui principios ativos
antiulcerogénicos que atuam através do aumento da atividade ou e ou da quantidade de
prostaglandinas na mucosa gastrica.

A andlise por espectrometria de massas revelou a presenga de substincias com
tempos de retencdo entre 10 e 25 minufos em todos os extratos em todos os extratos e
fracdes ativos. Nesta regido, sdo encontrados sesquiterpenos e lactonas
sesquiterpénicas, que podem ser os responsaveis pelos efeitos observados.

A continuidade deste trabalho, tera como objefivo o 1solamento das substincias
presentes nesta regido e¢ a identificacio daquela(s) responsével(eis) pela atividade

antiulcerogénica.
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8. Conclusdes



Basecado base nos dados obtidos nos experimentos para avaliagdo da atividade
antiulcerogénica do(s) principio(s) ativo(s) da Artemisia annua, concluiu-se que este(s)
ndo interfere(m) com os mecanismos que controlam a secre¢do acida gastrica. Seu
mecanismo de agdo esta provavelmente relacionado com os mecanismos de
citoprote¢iio da mucosa, especialmente 0 aumento dos niveis de prostaglandinas.

O(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela atividade antiulcerogénica desta
espécie, apresentam caracteristicas de média polaridade e sdo, provavelmente

pertencentes & classe das lactonas sesquiterpénicas.
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9. Summary



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

A great number of Artemisia species have shown to be a rich source of
sesquiterpene lactones. Dehydroleucodine, a sesquiterpene lactone from A.
douglasiana displayed antiulcer activity. This fact stimulated us to evaluate the
antiulcer activity of 4 annua leading to the identification of an active fraction of the

plant extract as well as a probable pharmacological mechanism.
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No activity was detected on indomethacin induced ulcer models when treated
with an enriched flavonoid fraction or artemisinine, artemisininc acid and artenuin b

1solated from A annua,

The resulting aqueous and dichloromethanic fractions from crude ethanolic
exiract of A. annua roots, were administrated orally, on indomethacin induced ulcers
in rats. The dichlorometanic fraction revealed antiulcerogenic activity, whereas the
aqueous fraction showed none. Antiulcer activity was also present when the former
fraction was tested under the same conditions with ethanol and reserpine ulcer
models.

Comparison of a crude dichloromethanic extract from roots with that
of the resulting dichlorometanic fraction, obtained from hydroalcoholic extract from
roots was administrated orally, on indomethacin induced ulcer model, indicating that
the former had better activity reducing the ulcerative lesion index (ULI). This
suggested that the direct extraction with dichioromethane was more efficient to
extract the active principles.

Intraduodenal administration of crude dichloromethanic extract on pyloric
ligation model in mice was adopted to evaluate gastric acid secretion activity. This
extract did not modify the secretion volume and the hydrogenionic concentration of
gastric content with or without the previous treatment of animals with histamine, a
substance with known stimulant activity on acid secretion through H, receptors
stimulation.

From the aerial parts of the plant two types of crude extracts were prepared,
an cthanolic and dichloromethanic one. Each crude extract and its respective
fractions were administrated orally on indomethacin induced ulcer model. The
dichloromethanic extract was more active than the ethanolic extract. On the other
hand, only the hexanic and acetonitrilic fractions from both crude extracts presented

antiulcerogenic activity.
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A fraction enriched in sesquiterpenelactones, from aerial parts of 4. annua
was administrated orally on indomethacin induced ulcer, reducing the ULIL This
fraction was partitioned on a chromatographic filtration column containing silicagel
as stationary phase. This column was eluted with three different polarity solvents,
hexane, hexane: ethyl acetate 15%, ethyl acetate resulting in three fractions, named
apolar, medium polarity and polar. When these fractions were administrated orally
on indomethacin induced ulcer, only the apolar and medium polarity fractions,
inhibited the ULL

To verify the sulthydryl group involvement on cytoprotection afforded by
crude dichloromethanic extract of A4. annua, the extract was submitted to ethanol
induced ulcer, with previous treatment of N-ethylmaleimide, a known alkylator of
sulthydryl groups. Under these conditions, the extract maintened its antiulcerogenic
activity. This suggested that the the sulthydry! groups were not involved on
antiulcerogenic activity.

The participation of nitric oxide was evaluated on ethanol induced ulcer
model with previous administration of L-name, an inhibitor of NO-sinthase. Under
these conditions, the medium polarity fraction presented ULI inhibition, therefore,
nitric oxide was not involved on antiulcerogenic activity of 4. annua.

To evaluate the prostaglandins participation on cytoprotection afforded by A
annua, the crude dichloromethanic extract from roots and medium polarity fraction
from aerial parts were submitted to ethanol induced ulcer with and without the
previous treatment with indomethacin, a drug that inhibit the cyclooxigensae,
enzyme involved in prostaglandins synthesis. Without indomethacin, the
dichloromethanic extract and medium polarity fraction inhibited the ULI. Whereas
with indomethacin, both of them lost their antiulcerogenic activity, suggesting that
the probable pharmacological mechanism of 4. annua is to increase prostaglandin
levels of gastric mucosa. This hypothesis was corroborated by the high quantity of
adherent mucus observed when medium polarity fraction was orally administrated.
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