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Sinopse:

Ambrosia artemisiifolia L. € uma espécie anual (Asteraceae), que cresce em
clima quente e Uumido e ocorre em toda a regido amazénica de forma
abundante. Dentre os seus usos populares destaca-se o seu emprego no
combate de males do estdmago. Neste trabalho, realizou-se o isolamento de
lactonas sesquiterpénicas(LS), presentes nos extratos aquoso e cloroférmico
das partes aéreas e que foram ativos em ensaios antiulcerogénicos. Realizou-
se também um estudo de perfis cromatogréficos, via CLAE, a partir dos
marcadores isolados e dos extratos ECA e EA produzidos de quatro diferentes
individuos, coletados em quatro diferentes localidades. Considerando os perfis
cromatograficos obtidos dos extratos por CLAE e dos 6leos essenciais por CG,
e os resultados dos testes antiulcerogénicos in vivo, considera-se que as LS

isoladas sao excelentes marcadores quimicos dessa espécie.

Palavras-chave: Ambrosina, Damsina, lactonas sesquiterpénicas.
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RESUMO

Ambrosia artemisiifolia L € uma espécie anual pertencente a familia
Asteraceae, que cresce em clima quente e umido, erva daninha, ocorrendo em
toda a regido amazénica de forma abundante em areas de terrenos argilosos e
alagadicos, margens de rios e igarapés de aguas barrentas onde ocupa longas
extensdes. E conhecida popularmente por catinga-de-bode, artemisia,
arquemijo e artemija. Dentre os seus usos populares destaca-se o0 seu
emprego no combate de males do estdbmago. Neste trabalho € descrito o
isolamento das lactonas sesquiterpénicas ambrosina e damsina, sendo esse 0
primeiro relato de isolamento destas na espécie A. artemisiifolia, a partir do
extrato cloroférmico de partes aéreas da planta. Os extratos aquosos e
cloroférmico foram avaliados em trés modelos de lesdes gastricas (etanol,
estresse e indometacina) induzidas agudamente e apresentaram atividade
protetora. Também foi realizado um estudo dos perfis cromatograficos do
extrato cloroférmico e aquoso, similar ao cha comumente utilizado na medicina
popular, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como dos 6leos
essenciais, por cromatografia gasosa de alta resolugéo, obtidos de diferentes
individuos, coletados em quatro localidades: Iranduba (AM), Juruti (PA),
Manaus (AM) e Itacoatiara (AM), buscando desenvolver metodologia analitica
para 0 monitoramento dos marcadores quimicos isolados, de acordo com as

exigéncias da resolugdo RDC n°. 48.
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ABSTRACT

Ambrosia artemisiifolia L. (Asteraceae) is a annual specie, normally
considered a weed, that grows well in tropical areas, including the Amazon
region. It is popularly known in Brazil as “catinga-de-bode”, “artemisia”,
“arquemijo” and “artemija”. Traditionally, the tea of A. artemisiifolia. leaves is
used for the treatment of stomach illness. This work describes the isolation of
the sesquiterpene lactones, ambrosin and damsin, for the first time in this
specie. Aqueous and chloroform extracts were evaluated in three different
models of gastric lesions (ethanol, stress and indomethacin) induced acutely
and showed significant protective activity. Chromatographic fingerprints of
aqueous and chloroform extracts by high performance liquid chromatography
and also essential oil analysis by high resolution gas chromatography were
obtained from four different individuals collected in different locations in the
Amazon region, Iranduba (AM), Juruti (PA), Manaus (AM) and ltacoatiara (AM),
in order to develop chromatographic methods to be used in the quality control of

the isolated chemical markers, accordingly to the resolution RDC N. 48.



1. INTRODUCAO

A Amazobnia é uma das regidbes mais ricas do planeta em biodiversidade e
recursos naturais, esse fato tem gerado grande cobica econdmica e mercadoldgica
inclusive internacionais, principalmente quando nos referimos a plantas medicinais.
Grande parte do desenvolvimento futuro da Amazbnia, encontra-se, atualmente,
determinado pelo dinamismo das atividades vinculadas ao aproveitamento do

potencial desses recursos.

Um dos fatores estratégicos que explicam uma preocupacao cada vez maior
em concentrar estudos cientificos na regido ao aproveitamento econémico dos
recursos naturais de modo sustentavel € a existéncia de uma grande area florestal

preservada, especialmente no Estado do Amazonas.

A Amazénia representa quase 60% do territério nacional e nela estao contidas
mais de 33.000 espécies de plantas superiores, sendo pelo menos um terco dessas
medicinais, aromaticas e 300 espécies de frutas comestiveis (FERREIRA, 1998).
Dada as limitacbes da investigacdo botanica, ndo conhecemos o numero real de
espécies vegetais existentes, mas estima-se que pode chegar a 80 mil espécies de
plantas superiores, das quais a medicina popular selecionou mais de 3 mil como
medicinais (SILVA, 2000). Um numero muito reduzido foram investigados quanto a

composi¢ao quimica e propriedades farmacoldgicas.



Para a maioria delas existem apenas levantamentos etnobotanicos e
etnofarmacolégicos; e eventualmente limitadas investigagdes fitoquimicas. Portanto,
em sua maioria, 0s constituintes quimicos responsaveis pela atividade farmacologica
das plantas medicinais amazbnicas ainda nao foram descritos. Acredita-se ainda que
a acao farmacologica desses produtos possam envolver a interacdo de inuUmeras

moléculas presentes no extrato (YUNES & CALIXTO, 2001).

O interesse de todo o0 mundo por recursos naturais deve-se ao encurtamento
da rota que leva ao desenvolvimento de novos medicamentos, através da pesquisa
de produtos naturais. Cerca de 25% dos medicamentos disponiveis atualmente no
mercado farmacéutico foram extraidos ou sintetizados a partir de substancias
presentes em plantas tidas como medicinais (CRAGG, NEWMAN & SNADER,
1997). Como exemplos temos os agentes neoplasicos camptotecina (1) isolada de
Camptotheca acuminata (Figura 1), a vincristina (2) e vimblastina (3) isolados de
Catharanthus roseus (Figura 2), podofilotoxina (4) isolada de Podophyllum peltatum

( Figura 3) e o taxol (5) isolado das cascas de Taxus brevifolia (Figura 4).
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Figura 1. Camptotheca acuminata e o camptotecina (1)
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Figura 3. Podophyllum peltatum e podofilotoxina (4)
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Figura 4. Taxus brevifolia e o taxol (5)



Tem-se verificado que nos ultimos anos ocorreu um consideravel avango
cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais
visando obter novas substancias com propriedades terapéuticas. Isto pode ser
observado pelo aumento de trabalhos publicados nessa area, tanto em congressos,
periédicos nacionais e internacionais, como no surgimento de novos periddicos

especificos (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Levando-se em consideragdo todos esses fatores e explicagbes para o
aproveitamento da grande contribuicdo dos recursos naturais para 0
desenvolvimento da medicina moderna, acredita-se que a exploragao racional da
imensa biodiversidade amazdnica para a produ¢do de medicamentos, além de gerar
divisas para o pais, ira constituir-se numa melhoria das condigbes de vida da

populacéao.

A cultura e os conhecimentos populares do uso das plantas existentes na
Amazbnia, acumulados ao longo dos anos, representam também um fator muito
importante sobre a potencialidade e cobica pela biodiversidade da regido, pois estao
incluidas nessa, um grande numero de plantas com propriedades terapéuticas de
importancia na medicina popular. O estudo dessas representa uma grande
oportunidade de descoberta e desenvolvimento de novas drogas com potencial
farmacol6gico, uma vez que plantas usadas na medicina popular tém constituido

fontes de novos compostos biologicamente ativos (PEREZ et al., 1997).



1.1. Plantas Medicinais

O uso terapéutico de plantas medicinais € uma pratica comum no pais € um
dos tracos mais caracteristicos da espécie humana. Ha relatos que a utilizacdo de
plantas para fins medicinais € comum desde a ldade Média, mas os primeiros
registros remotam a milénios (STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). E uma prética
encontrada em quase todas as civilizagdes ou grupos culturais conhecidos. Por
exemplo, a etnobotanica brasileira € originaria de varias tradigdes diferentes, criando
um sistema heterogéneo de plantas medicinais e esse uso tem sido transmitido de
geracao em geracao (SCARDA et al., 2004). Tem sua origem na cultura dos
diversos grupos indigenas que habitavam o Brasil e das influéncias dos imigrantes
europeus, africanos e orientais que para ca imigraram, que introduziram plantas e
tradicbes de uso de plantas medicinais, as quais posteriormente foram difundidas

por todo o territério nacional (SIMOES et al., 1998).

Desde essa época, a administragdo ou o0 uso das plantas ditas como medicinais
sdo, conforme o caso, preparacdes diversas para serem ingeridas. Por exemplo,
como os chas preparados por infusdo, caracteristicos em diversas tribos indigenas,
cozimentos para aplicagcdes na pele ou nas mucosas das cavidades naturais, ditas

de uso externo.

Os primeiros médicos que vieram para o Brasil, diante das dificuldades da
época, por ndo disporem de medicamentos empregados na Europa na colbnia,
desde muito cedo foram obrigados a perceber a importancia dos remédios

indigenas. Em 1587, um dos cronistas da época, Gabriel Soares de Souza, autor de



“Tratado Descritivo do Brasil” denominava os remeédios indigenas de “as arvores e

ervas da virtude” (PINTO et al., 2002).

Ja em 1808, diante da vinda da Corte Real para o Brasil e o decreto de D. Joao
VI, que abriu os portos brasileiros as nacdées amigas, chegaram as primeiras
expedicdes cientificas, cujo principal objetivo era dar conhecimento e coletar
espécies de plantas para os europeus. Na mesma época, a Europa ja tinha, ha
muito tempo, conhecimento de plantas medicinais brasileiras, através da obra
“Historias Naturalis Brasiliae”. Trés homens foram responsaveis pelo conteudo do
livro: Georg Marcgrave, originario da Alemanha, mas tendo estudado em Leiden;
Johannes de Laet, que editou a contribuicAio de Marcgrave e acrescentou
comentarios préprios, e o médico de Mauricio de Nassau. O farmacéutico Theodoro
Peckolt, em 1847, veio para o Brasil especificamente para estudar a flora, sendo
considerado o pai da fitoquimica brasileira pelo seu trabalho realizado na época, e
patriarca de uma das familias de cientistas mais notaveis que realizaram inumeros
estudos quimicos de plantas brasileiras. Em 1838, o farmacéutico Ezequiel Correia
dos Santos isolou, em uma farmécia localizada no Rio de Janeiro, o alcaléide
pereirina das cascas do pau-pereira, sendo um dos primeiros alcaldides, se nao o

primeiro a ser isolado puro no Brasil (PINTO et al., 2002).

Um dos trabalhos mais significativos dessa época foi atribuido a Karl Freidrich
Philipp von Martius (1794-1868) — editor da obra “Flora Brasiliensis” sendo
considerada a mais completa obra da botanica jamais publicada no Brasil, com o
livro “Systema Materiae medicae Vegetabilis brasiliensis” publicado em 1843 e

relatando as virtudes medicinais das plantas que aqui existiam o qual foi



considerada a primeira publica¢do sobre o assunto no Brasil. Varios outros trabalhos
foram realizados por outros pesquisadores que surgiram posteriormente, dando
sistematizagdo ao conhecimento de plantas medicinais em nosso pais (STASI &

HIRUMA-LIMA, 2002).

Entre as plantas valiosas, nativas e exoticas no Brasil para fins medicinais
podem ser citadas o curare indigena (Chondodendron tomentosum) a dedaleira
(Digitalis purpurea), utilizada na preparagdo do cha contra a hidropisia provocada
pela insuficiéncia cardiaca, antes mesmo de ser descoberta a acado da digitalina
sobre o musculo cardiaco. A casca d’anta (Drimys brasiliensis) com propriedades
estomacais. A quina (Cinchona calisaya) utilizada na cura da malaria, a
ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha) utilizada para tratar diarréias, disenteria
amebiana, catarros crénicos, hemorragias e asma, e a sapucainha (Carpotrocoche
brasiliensis) com efeitos antiinflamatérios comprovados cientificamente e cujo 6leo

extraido da semente é empregado no tratamento da lepra (SILVA et al., 2002).

Como observado, plantas medicinais e seu uso sao temas recorrentes na pauta
da ciéncia brasileira. Um levantamento realizado em 1992 estimou que um total de
402 plantas (em 969 espécimens armazenadas, de 286 géneros, distribuidas em 93
familias) tinham sido estudadas ao longo dos anos. Espécies pertencentes as
familias Asteraceae (10,2%) e Leguminosae (13,9%), compreenderam mais de 25%
do numero total de espécies estudas. Cerca de 106 atividades farmacologicas foram
investigadas em plantas tidas como medicinais, sendo agrupadas em 13 classes
terapéuticas, entre elas as mais citadas foram as com atividade anti-inflamatoria,

anti-microbiana, analgésica e depressora do sistema nervoso central, entre outras.



11,1% das plantas estudadas tiveram relatos de efeitos toxicos. Com excec¢ao dos
diuréticos, mais de 40% dos efeitos populares de plantas alegados, foram
confirmados por laboratérios de pesquisas indicando uma boa correlacao entre o
uso popular e a atividade farmacolédgica experimental, sendo até considerada alta.
Um total de 93 compostos com um ou mais efeitos farmacol6gicos foram isolados da
flora brasileira e estao registrados em bancos de dados, mas menos que 10% de
402 espécies diferentes que estdo registradas em banco de dados, foram
submetidas a investigacées quimicas ou tiveram compostos isolados e suas

atividades farmacolégicas testadas ( BRITO & BRITO, 1992).

Apesar do extenso conhecimento que possa existir sobre 0 uso das plantas
medicinais do Brasil, pouco se sabe sobre quais sdo as espécies medicinais nativas
que sao objeto de uso e comércio significativos, tanto em nivel local como
internacional, e sobre o impacto que a atividade comercial estd causando sobre
estes recursos naturais e sobre a populagéao humana (SILVA et al., 2002).

E consenso entre quimicos e farmacdlogos brasileiros de reconhecida
expressao internacional, que os estudos com plantas medicinais no Brasil, ainda
nao receberam a atencdo que o tema merece, embora ja exista uma massa de
pesquisadores qualificados trabalhando na éarea (BRITO & BRITO, 1992). No
entanto, o Brasil vem articulando esforcos para ampliar cada vez mais o
desenvolvimento de novos estudos de plantas medicinais, porém baseados em
conquistas e avangos da medicina oriundos de estudos com plantas medicinais no
exterior. Como exemplo, temos a descoberta da reserpina, o primeiro tranquilizante

de origem natural de uso terapéutico, que conduz eventualmente para uma



revolugdo no cuidado e tratamento de doentes mentais e de pessoas que sofrem de

hipertensao (TYLER, 1987).

E importante citar também que a evolugdo dos equipamentos, o
desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas e cromatograficas para
estudos de plantas ao longo dos anos, proporcionou o isolamento e a elucidacao de
estruturas moleculares complexas de constituintes naturais, até ha pouco tempo
dificeis de serem identificadas e que resultou na obtengcédo de varias moléculas de
relevante agéo farmacoldgica, como o taxol, a forscolina, a artemisinina, a morfina, a
emetina, a vincristina, a rutina entre outras drogas de primordial relevancia na

medicina mundial (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Todos esses aspectos somados ao potencial de mercado na area de
exportagdes de produtos naturais para cura de doengas esta ocasionando uma
ascendéncia nas expectativas de investimentos e apoio para estudos de plantas,
visto que uma das prioridades da politica industrial tecnoldégica e de comércio
exterior do Governo Federal € o setor de biotecnologia, que engloba as areas de
fitoterapicos, fitocosméticos, nutracéuticos, esséncias para bebidas nao alcodlicas, a
qual foi contemplado na Federacdo das Industrias do Estado do Amazonas
(FIEAM) com a instalacdo do Forum de Competitividade da cadeia produtiva,
inclusive, dispondo de uma previsao no plano orcamentario do Governo Federal, da

ordem de R$ 11 milhdes para o exercicio de 2005.
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1.2. Fitoterapicos

Um dos produtos mais promissores oriundos dos recursos naturais da
Amazoénia sdo os fitoterdpicos, medicamentos originados exclusivamente de plantas
ou derivados de vegetais (extratos, sucos, 6leos, ervas, etc.), hoje definido como
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. Fitoterapicos devem ser caracterizados pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutividade e constancia de sua
qualidade (RDC n° 48, 2004). S&do usados com o propdsito de tratamento médico
para curar males da saude e que passaram a ser oficialmente reconhecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1978, que passou a recomendar sua
difusdo, em nivel mundial dos conhecimentos necessarios para o uso concreto dos

mesmos ( SILVA et al., 2002) .

De acordo com dados da OMS, entre 65 e 80% da populagdo dos paises em
desenvolvimento ndo tem acesso ao atendimento primario de saude e recorre a
medicina tradicional, especialmente as plantas medicinais, na procura de alivio para

muitas doencas ( SILVA et al., 2002).

O uso e comércio destes, como em outros paises, foram estimulados pelas
necessidades de uma crescente populacdo que demanda cada vez mais plantas
medicinais para o cuidado de sua saude, seja pela facilidade de acesso devido aos
custos elevados da medicina alopatica, seja pelos efeitos colaterais provocados
pelos farmacos sintéticos, além da demanda de novos produtos pela industria

farmacéutica (BERG,1993; CARRARA, 1995; SIMOES et al., 1998). Somente nos
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EUA, estima-se que o uso de plantas para fins medicinais, aumentou em 380% entre

1990 e 1997 (MAHADY, 2001).

O uso de formulagdes de medicamentos de origem de plantas medicinais
expandiram globalmente na ultima década e ganharam popularidade, ao ponto que
atualmente o mercado mundial de fitoterapicos, por exemplo, gira em torno de

aproximadamente 22 bilhdes de délares (YUNES et al., 2000).

No Brasil, existem estatisticas que indicam que os laboratérios privados
produzem cada vez mais produtos, com um aumento estimado de 20% ao ano

(SOLER, 2001).

Na regiao amazobnica, cresce a cada dia o uso informal de produtos originados
de plantas medicinais, através de trabalhos de comunidades, tratamentos realizados
pelas freiras na atencdo a pessoas de baixa renda que procuram auxilio na igreja;
curandeiros que administram extratos de plantas em geral, as chamadas garrafadas;
feirantes e mercadores de ervas com suas formulagbes orientadas na hora da
venda, etc. assim como os préprios pequenos empresarios de industrias locais que
ja oferecem produtos mais elaborados e controlados. Contudo, sem uma politica
consistente de regulamentacdo de fitoterapicos, nao sera possivel garantir a

seguranca da populacao usuaria desses produtos.

No entanto, no Brasil, ao contrario de outros paises, como nos Estados Unidos,
os fitoterapicos sé&o reconhecidos como medicamentos e portanto a comercializagao
desses é regulada por normas rigidas que exigem atestados de eficacia, segurancga

e qualidade. Dessa forma, para o desenvolvimento do setor de fitoterdpicos ainda
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existem inumeras dificuldades, pois para um mercado consolidado é necessario
produzir fitoterapicos com seguranca, eficacia e qualidade controlada. Essas
caracteristicas promovem confiabilidade ao medicamento (RDC n° 48, 2004). Pode-
se afirmar também que apesar do vasto uso desses medicamentos em todo o
mundo, poucos foram até o momento estudados cientificamente para comprovacao

de sua eficécia clinica e para avaliagdo de sua seguranga (MAHADY, 2001).

A partir da publicagdo da Portaria n° 06 de 31.01.95, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da Secretaria de Vigilancia Sanitéria (SVS), iniciou-se
um processo de organizacao do mercado de fitoterapicos no pais, com a exigéncia
de comprovagéo cientifica, sobre a biosseguranca e bioeficiéncia terapéutica do
produto fitoterapico, além do estabelecimento de prazos para a revalidacdo de
registros desses produtos. Em 23.12.98, foi publicado no Diario Oficial da Unido a
Portaria SVS n° 1.029 de 21.12.98, propondo a criacdo de um registro simplificado.
Esse procedimento de registro cria a categoria de Produtos Fitoterapicos
Tradicionais, definido como o medicamento elaborado a partir de plantas medicinais
de uso baseado na tradicdo popular e comprovado por décadas. Uma comissao
nomeada pela ANVISA elaborou uma lista dos Fitoterapicos Tradicionais,
considerando as caracteristicas regionais e o conhecimento atual (SILVA et al,
2002). Foram também elaborados dados referentes a realizacdo, pelo menos, da
Fase Il dos ensaios clinicos, conforme normas preconizadas pelo Conselho
Nacional de Saude (CNS) e trabalhos cientificos e evidéncias de outros, que

comprovam a seguranca e a eficacia (Tabela 1) (RDC n° 17, 2000).
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Lista de espécies cujos efeitos terapéuticos foram comprovados
cientificamente (Fitoterapicos Tradicionais) Resolugéo — n.° 17/MS — 24/02/2000.

N.° Nome cientifico Nome popular |Indicacao terapéutica

01 Cynara scolymus L. Alcachofra Colerético, colagogo

02 Allium sativum L. Alho Coadjuvante no tratamento
de hiperlipidemia e
hipertensao arterial leve;
prevencao da arterosclerose

03 Aloe vera (L.) Burm fi. Babosa Tratamento de queimaduras
térmicas (1° e 2° graus) e de
radiacao

04 Peumus boldus Molina Boldo Colerético, colagogo

05 Calendula officinalis L. Caléndula Cicatrizante, anti-
inflamatdrio e antisséptico

06 Matricaria recutita L. Camomila Antiespasmadico, anti-
inflamatorio

07 Symphytum officinale L. Confrei Cicatrizante

08 Pimpinella anisum L Erva-doce Antiespasmdédico,
carminativo e expectorante

09 Zingiber officinale Roscoe |Gengibre Profilaxia  de nauseas
causadas pelo movimento
(cinetose), e pds-cirdrgicas

10 Mentha piperita L. Hortela- Carminativo, expectorante

pimenta

11 Melissa officinalis L Melissa Carminativa,
antiespasmadico, sedativo

12 Passiflora incarnata L. Maracuja Sedativo

13 Senna alexandrina Mill Sena Laxante suave
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Hoje no Brasil para o registro de um medicamento fitoterapico novo,
medicamento cuja eficacia, seguranca e qualidade, sejam comprovados
cientificamente junto ao 6rgao federal competente, podendo servir de referéncia para
registro de similares (Resolucdo — RDC N°. 48, 18/03/2004 — ANVISA); faz-se
necessario a apresentacdo de relatérios técnicos que contenham informacdes

diversas a respeito do produto.

A RDC N° 48 (2004), que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos, foi publicada no Diério Oficial da Unido, Poder Executivo, em 18 de
margo de 2004, emitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, revogando
as resolugdes RDC n° 17, de 25 de fevereiro de 2000 e a RDC n° 134, de 28 de
maio de 2003, art. 18, e é atualmente aquela que regulamenta e normaliza o registro
de medicamentos fitoterapicos. Nela estao citados todos os documentos e relatérios
necessarios para o registro. Entre eles, exige-se relatorio com informacgdes referente
a andlise qualitativa e quantitativa dos principios ativos e/ou marcadores, quando
conhecidos, ou classes de compostos quimicos caracteristicos da espécie visando

estabelecer parametros de controle da qualidade para produtos finais.

O controle de qualidade, a padronizacao e a estabilidade dos medicamentos
fitoterapicos sado exigidos pela legislacao vigente no pais e constituem uma tarefa
bastante complexa, principalmente em nossa regido, sendo considerados um dos
gargalos para os empresarios do setor, que necessitam a cada dia de mais
conhecimentos a respeito de plantas medicinais para viabilizar o desenvolvimento de
seus produtos. Em funcdo dos avancos crescentes alcangados nos métodos

analiticos de alta resolucao, hoje ja € possivel estabelecer critérios para padronizar
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e garantir um controle de qualidade satisfatério. Essas técnicas permitem o
isolamento e a identificacdo de constituintes quimicos presentes em baixas

concentracdes nas plantas (FILHO & YUNES, 1997).

Sao varias as mudangas que vem ocorrendo na Legislacao Brasileira no que se
refere as plantas medicinais e aos produtos originados das mesmas. Existe um
esforco governamental que estd sendo realizado para a regulamentagéo do tema e
reduzir os riscos envolvidos no processo de comercializagdo de produtos originados
de plantas medicinais no pais. Como exemplo de outras experiéncias que foram
importantes para o desenvolvimento da pesquisa e do controle de fitoterapicos no

pais, podem ser citadas duas iniciativas (SILVA et al., 2002).

Primeiro o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais (PPPM), estabelecido
em 1983, pela Central de Medicamentos (CEME), érgdo do Ministério da Saude
criado pelo Decreto n.° 68.806, de 25 de junho de 1971, responsavel pela
distribuicdo de remédios. Esse programa foi criado com o objetivo de promover a
pesquisa cientifica das propriedades terapéuticas potenciais das espécies vegetais
utilizadas pela populagcao, visando o futuro desenvolvimento de medicamentos ou
preparacbées que sirvam como suporte para o estabelecimento de uma terapia
alternativa. Infelizmente a CEME foi extinta em 1997 e sem dulvida representou uma
perda para o tema, visto que varias espécies nativas foram selecionadas para o
trabalho, e ndo se pode deixar de reconhecer que o programa deixou sua parcela de

contribuicdo especialmente na formagao de recursos humanos (SILVA et al., 2002).
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Outra importante iniciativa foi a publicacdo do Manual de Boas Praticas para
Fabricacao de Produtos Farmacéuticos pela Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude
em 1994. Esse documento regulamenta de forma bem clara as condi¢bes
adequadas para a producao de produtos farmacéuticos, incluido fitoterapicos, com

segurancga, qualidade e eficacia comprovada (SILVA et al., 2002).

O governo brasileiro tem recentemente estimulado os chamados arranjos
produtivos locais e projetos instituidos como iniciativas numa dada regidao para
fomentar uma determinada atividade econ6mica com base cientifica e tecnolégica.
No Estado do Amazonas, um dos arranjos produtivos voltou-se para a questdao dos
fitoterapicos e iniciou com a escolha de algumas plantas amazénicas prioritarias
para servir de insumos de fitoterapicos e fitocosméticos ja efetivamente
comercializadas no Brasil e no exterior. De algumas, ja se conhece de forma isolada
informagbes nos campos de fitoquimica, estudos farmacologicos, inventario
floristicos, estudos agronémicos, manejo, mercado ou comércio. De outras, somente
se dispée de conhecimentos da medicina tradicional, amplamente aplicados na
regido, cuja eficacia tem sido constatada em relatos populares. Conforme o relatério
do Projeto de Plataformas Tecnoldgicas para a Amazénia Ocidental do Estado do
Amazonas de 2001, referente ao grupo nomeado como grupo 4, da Reunido
Técnica da Plataforma do Arranjo Produtivo de Fitoterapicos e Cosmeéticos,
coordenado pelo farmacéutico Evandro Silva, professor da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e também micro empresario do setor, muitos problemas foram
citados pelos participantes, considerados gargalos para o setor produtivo, e entre
eles incluidos o controle de qualidade dos produtos e a padronizagdo de principios

ativos ou marcadores das plantas utilizadas (Tabela 2).



17

Tabela 2. Espécies com potencial para fitoterapicos ou para fitocosméticos
selecionadas pelo grupo de trabalho da Plataforma do Arranjo Produtivo de
Fitoterapicos e Fitocosméticos (SUFRAMA).

Nome popular

Nome cientifico

Andiroba

Carapa guianensis Aublet

Artemisia

Ambrosia artemisiifolia L.

Breu-branco

Protium heptaphyllum March.

Buriti Mauritia flexuosa L.

Crajiru Arrabidaea chica Verlot.

Chichua Maytenus guianensis Klot.
Cipé-alho Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry.
Cipé-cravo Tynnanthus fasciculatus Miers
Copaiba Copaifera multijuga Hayne.

Cubiu Solanum sessiliflorum Dunal.
Cumaru Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

Erva-de-jararaca

Dracontium loretense Engl.

Fava-bolacha Vatairea guianensis Aubl.

Guarana Paullinia cupana sorbilis (Kunth) Ducke
Ipé-roxo Tabebuia impetiginosa Mart.

Japecanga Smilax regelii Killip & Morton

Jatoba Hymenaea courbaril L.

Muirapuama Ptychopetalum olacoides Benth

Mulateiro Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook
Murumuru Astrocaryum murumuru Mart.

Pataua Oenocarpus bataua Mart.

Pedra-ume-caa

Myrcia citrifolia (Aubl.) Urb.

Sangue-de-dragao

Croton lechleri Muell. Arg.

Unha-de-gato

Uncaria tomentosa (Willd.) DC

Uxi-amarelo

Endopleura uchi (Huber) Cuatr.
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O incentivo para pesquisas, tanto na area farmacolégica, fitoquimica, médica e
nutricional, como na area agronémica e botanica, como também o empenho de
universidades, institutos de pesquisas e pesquisadores, é de fundamental
importancia para a producado adequada de fitoterapicos. Tais fatores podem gerar
subsidios para o registro dos mesmos, dessa forma contribuindo para o
desenvolvimento de novos produtos, com menores custos, com competitividade no
mercado, abrindo novas alternativas de tratamento para a sociedade, em geral,

assim como também abrindo novos horizontes para o desenvolvimento regional.

1.3. Ambrosia artemisiifolia L

Dentre as mais variadas plantas de interesse econdmico e de potencial
elevado de seu aproveitamento para o desenvolvimento de nossa regido, esta a
espécie anual Ambrosia artemisiifolia L. Pertence a familia Asteraceae, cresce em
clima quente e umido, considerada erva daninha, ocorrendo em varias regides do
planeta inclusive em toda a regido amazénica de forma abundante em areas de
terrenos argilosos e alagadicos, margens de rios e igarapés de aguas barrentas
onde ocupa longas extensdes. Sao citados como nomes vulgares 0s seguintes:
catinga-de-bode, artemisia, ambrosia-americana, arquemijo, losna-do-campo,
carprineira, cravo-de-roga, artemija, cravorana, flor-de-diana, erva-de-sao-joao,
artemigem, artemisia verdadeira (portugués), ajenjo, absintio, incieso (espanhol)

(REVILLA, 2000; VIEIRA, 1992).

1.3.1 Aspectos botanicos

E classificada taxonomicamente como pertecente ao Reino Vegetal, Divisao

Magnoliophyta, da Classe Magnoliopsida, Sub-classe Asteridae, Ordem Asterales,
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Familia Asteraceae, Sub-familia Asteroideae, Tribo Heliantheae, Género Ambrosia,
Espécie Ambrosia artemisiifolia L (HEYWOQOD, 1993). Trata-se de uma planta com
média de um metro de altura, espécie herbacea e subarbustiva, anual, muito
ramificada, caule mais ou menos piloso; folhas esbranquicadas sedosas, divididas,
pecioladas, aromaticas; flores numerosas, amareladas alternas, deltdideas,
membranaceas, verdes, pilosas ou quase sem pélos; racemos cheios de paniculas,
com raquis pilosos; capitulos masculinos dobrados, curtamente pedicelados, sem
bracteas; capitulos femininos sésseis, aglomerados nas axilas das folhas simples,
reduzidas, lanceoladas ou apoiadas em lineares (Figura 5) (REVILLA, 2000). Possui
cheiro forte e penetrante, os talos apresentam tons purplreos, as folhas
desabrocham-se em capitulos densamente agrupados. As raizes tém sabor amargo

enquanto que o das flores é adocicado (VIEIRA, 1992).

Inflorescéncia

Flores Tronco e galhos

Figura 5. Destaques morfoldgicos de A. artemisiifolia L
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Uma revisdo do género Ambrosia realizada na Africa e 4reas proximas,
cobrindo todas as caracteristicas morfoldgicas principais, revelou que nao ha
nenhuma caracteristica diagndéstica qualitativa para distiguir A. maritima e A.

artemisiifolia L. (GEERTS et al., 1991).

Ha uma grande variedade de diferentes espécies de Ambrosia que ocorrem no
continente americano, o que sugere que também ocorra essa variedade em outras
localidades, mas distiguir essas diferencas ndo € uma tarefa facil. Sildhon e Geerts
(1983, 1984) realizaram uma comparagcao de espécies, que recebem o nome
ambrosia, do Egito e Senegal e consideraram-nas como sendo a mesma espécie.
Um outro conceito é apontado por Ducan (1985), citando Dr. G. Wickens (Royal
Botanic Gardens, Kew, U.K.) que considera a A. senegalensis como sendo uma
espécie intermediaria entre a A. maritima e A. artemisiifolia. W. W. Payne (citado
por Mabry, 1970) considera A. maritima uma subespécie de A. artemisiifolia e a A.
senegalensis como uma espécie separada. Estudos que buscam esclarecer essa
variabilidade, pela analise de lactonas sesquiterpénicas (LS) podem ajudar na
identificacdo das espécies de regides diferentes. As variacbes importantes em LS
em nivel de individuo e populacional foram observadas também para A. maritima de

diferentes paises africanos (GEERTS et al., 1991).

1.3.2 Aspectos agronémicos

Segundo REVILLA (2000), A. artemisiifolia € uma planta que nédo necessita de

muitos cuidados em seu método de cultivo, pois € uma planta agressiva e

colonizadora, considerada em outros paises uma praga, com propriedades
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alelopaticas. Pode ser plantada em qualquer época do ano em terra firme, varzeas
somente na vazante, recomendando-se um distanciamento de 20x25 cm e sua
propagacao é feita mediante sementes e galhos. Sofre ameacgas naturais como de
fungos, quando a planta encontra-se no seu periodo jovem e de gafanhotos, quando
em fase de mudas. A coleta efetua-se pelo corte dos ramos mais desenvolvidos para
possibilitar novas ramificagcdes e rebrotas, prolongando dessa forma o periodo de
colheita. Em terra firme, as plantas estdo em condi¢cées de ser coletadas 60 a 70
dias apds o plantio e pode ser colhida o ano todo. O material vegetal colhido deve
ser seco a sombra para ter uma melhor conservacao e uma vez desidratado, pode
ser conservado por 3 a 6 meses. Considerada uma planta com alto potencial
extrativista, pois ocorre naturalmente em grande quantidades, ficando os individuos
proximos um do outro, proporcionando uma alta produtividade. A planta é
comercializada no varejo em mercados e feiras da cidade e, em menor escala, no
atacado para pequenas empresas produtoras de fitoterdpicos locais, regionais e
nacionais. A planta é comercializada de varias formas, a planta viva, ramos frescos,
caules e folhas desidratadas e em pd e em outras formas ja com valor agregado que
sao em forma de capsulas, tinturas, xaropes, incenso e velas. A producdo pode
atingir 2 a 3 ton/ha/ano, produto de duas ou mais colheitas peso seco. E relatado um

ganho liquido anual de aproximadamente de R$ 3.500,00 a R$ 5.500,00/ ha /ano.

1.3.3 Usos populares

Muitos sdo os usos na medicina tradicional, entre eles tem-se a utilizagdo no
tratamento de anemia, dor de estébmago, diarréia, enterite, epilepsia, flatuléncia,
gastrite, hidropisia, ictericia, verminoses, menstruacdo deficiente, nervosismo,

nevralgia, reumatismo, malaria, febres e leucorréia (VIEIRA, 1991; SILVA et al.,
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1977). Normalmente toda a planta € usada como medicinal. Flores e folhas s&o
aromaticas, tidas como ténicas, febrifugas, utilizadas contra verminoses e seus

vapores como provocadores da menstruacao, etc (MORS et al., 2000).

Na cidade de Salvador, onde diversas espécies botanicas sdo usadas como
medicamentos na medicina popular, comercializa-se A. artemisiifolia, conhecida
popularmente na regido como “ o verdadeiro artemijo”, e recomendada para todas as

doencgas estomacais (DAVID et al., 1999).

O dleo essencial deve ser utilizado com cautela, quando administrado por via
oral, altas doses provocam intoxicagéo, via sistema nervoso, ocasionando tremores,
tonturas, dores-de-cabeca e perda de memoéria. Nao devendo ser usado em casos

de gravidez ou por maes que se encontram no periodo de amamentacdo. E

incompativel com ferro, zinco e acetato de chumbo (REVILLA, 2000).

O cha de folhas, obtido por meio de infusdo (5%) e administrado 3 vezes ao
dia, € largamente utilizado na medicina tradicional, como digestivo estomacal e no
tratamento de inflamacdes estomacais. E também indicado para infeccdo hepatica
com falta de apetite, nas infeccoes nos olhos é utilizado infuso ou cha em
compressas ou como colirio, no alivio de célicas durante o periodo de menstruagao,
em infusdo das folhas (5%), trés vezes ao dia. O cha de folhas e caules possui
atividade abortiva quando administrado nos os primeiros meses de gravidez. S&ao
relatados usos também como repelente para pulgas, tracas e carapanas, dito como
aliado dos pescadores que utilizam como repelente esfregando as folhas no corpo

(REVILLA, 2000).
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Relata-se que as folhas de A. artemisiifolia sao utilizadas como remédio na
medicina popular mexicana como uma droga antiinflamatoria. Informagdes obtidas
de comunidades locais no Estado de Vera Cruz, mostrou que a populacao local usa
0 suco das folhas para tratar estados diferentes de artrite e reumatismo seguindo
administragbes externas e sistémicas. O extrato etandlico forneceu lactonas
sesquiterpénicas e apresentou atividades antiinflamatéria e antiartritica quando

testado em varios modelos de inflamagao, em roedores (PEREZ, 1996).

1.3.4 Aspectos quimicos

Freqlentemente ocorrem nas espécies pertencentes a familia Asteraceae
lactonas sesquiterpénicas (LS), de onde entre 25 a 80% dessas sao espécies
notavelmente dos genéros Ambrosia (Figura 6) e Artemisia. Existem varios estudos
fitoquimicos envolvendo a espécie Ambrosia artemisiifolia L, em sua maioria

descrevendo o isolamento de lactonas sesquiterpénicas (Figura 10).

1.3.4.1 Lactonas sesquiterpénicas

Lactonas sesquiterpénicas € uma subclasse de metabdlitos secundarios
derivados biogeneticamente de esqueletos carbdnicos de sesquiterpenos, que sao
terpendides com 15 carbonos, em geral, ttm como precursor fundamental o
pirofosfato de farnesila (FPP), onde ocorre uma extensao da cadeia por adicdo de
uma unidade C5 de pirofosfato de isopropila (IPP), catalisada por uma
feniltransferase. Por causa do alongamento da cadeia e da presenca de ligagdes
duplas ha um aumento da possibilidade da ciclizacdo desses, originando estruturas

mono-, bi-, triciclicas, caracteristicas das lactonas sesquiterpénicas (esquemas 1, 2
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e 3). Geralmente o anel da lactona é derivado da oxidagcdo de um dos metila do
grupo isopropila, como demostrado no esquema 4 (BICCHI & RUBIOLO, 1996;

DEWICK, 2002).

)\/\Opp )\/\OPP Hemiterpenos

Pirofosfato de dimetila Pirofosfato de isopentanila
(DMAPP) C, (IPP) C,
c Monoterpenos
10 — Iriddides
IPP j
Cis »  Sesquiterpenos

Esquema 1. Formacao de sesquiterpenos (DEWICK, 2002)



)\/\)\/@pp

Pirofosfato de geranila

Adicao eletrofilica

l Eliminagcao especifica de prétons

OPP

Pirofosfato de farnesila

Esquema 2. Formacao do precursor dos sesquiterpenos (DEWICK, 2002)
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27

V%

X

COOH CHO
lactonizagéo

lactonizagao
[O]

Y
o

(o) OH

C-6 lactona *

) (o)
C-8 lactona

Esquema 4. Formacao do anel das lactonas sesquiterpénicas (UGAZ, 1994).

Normalmente as LS séo classificados com base em seus esqueletos como
germacranolideos,  guaianolideos, = eudesmanolideos, pseudoguaianolideos,

ambrosanolideos, entre outros (Figura 7).

Constituem um grupo numérico muito importante de substancias, como ja
mencionado, geralmente encontrados em Asteraceae , notavelmente nos géneros
de Artemisia e Ambrosia (UGAZ, 1994), mas também em Umbeliferae,

Magnoliaceae e Hepaticeae (BICCHI & RUBIOLO, 1996; BRUNETON, 1991).



28

Apenas do género Ambrosia, podemos citar varias lactonas sesquiterpénicas
isoladas como a chamissonina (6), artemissifolina (7), partenolideo (8),
isoalantolactona (9), confertiflorina (10), desacetilconfertiflorina (11), ambrosina (12),
ambrosiolina (13), cumanina (14), entre outras (HIGO et al., 1970; PORTER &
MABRY, 1968; NATHAN & ROMO, 1965; SLACANIN et al., 1988; HERZ et al.,

1968).

(14)

Figura 6. Exemplos de LS isoladas do género Ambrosia
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Por sua ocorréncia restrita, as lactonas sesquiterpénicas sao utilizadas em
estudos quimiotaxonémicos e sdo base para estudos de caracterizacao de linhagens
sucessivas de Asteraceae, utilizando parametros de evolugdo de tribos em relagao
ao estagio de oxidacdo (EAop) e especializacdo do esqueleto (EAs). A validade
desses estudos podem ser avaliados pela analise baseada em aproximadamente
750 ocorréncias de lactonas sesquiterpénicas publicadas em cerca de 150 trabalhos

realizados com espécies de Asteraceae (EMERENCIANO et al., 1986; COSTA et

o
(o}
—
O
(o}

elemanolidio eremofilanolidio baquenolidio

_—
o lo} o
o) o) 0
germacranolidio eudesmanolidio ambrosanolidio

Q

al., 2005).

(o)

pseudoguaianolidio
guaianolidio

g

xantanolidio

Figura 7. Exemplos de esqueletos de lactonas sesquiterpénicas (BRUNETON,
1991).
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A maior parte das lactonas sesquiterpénicas sdo substancias termoldbeis e
estdo presentes em concentragdes tragos na planta. Geralmente possuem massa
molecular que varia de 230 a 500 g/mol. Essas caracteristicas fazem da técnica de
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), entre as existentes hoje, como a técnica
analitica de escolha para sua andlise de LS em extratos crus de planta. A CLAE tem
sido a técnica mais aplicada na andlise comparativa e quantitativa desses
metabdlitos, onde séo citadas cerca de 3000 lactonas sesquiterpénicas ja isoladas
utiizando CLAE nas duas ultimas décadas. A automatizacdo apresentada pela
técnica proporcionou grande evolugdo no numero de LS hoje ja conhecidas, por
apresentar alta resolugdo, mesmo misturas complexas de LS ja foram analisadas
com sucesso, a técnica também proporciona trabalhar com quantidades muito
pequenas de material, além de permitir a andlise de amostras em fase liquida, fator
importante em analise de LS (MERFORT, 2002; BICCHI & RUBIOLO, 1996;

SPRING, 1989; ZHOU et al., 1999; SPRING et al., 2000; MARCHAND et al., 1983).

1.3.3.2 Atividade biologica

As lactonas sesquiterpénicas sdo consideradas um grupo de substancias de
muito interesse por causa de suas diversas atividades biologicas e terapéuticas,
incluindo entre elas atividades antiiflamatérias, antitumoral, antimicrobiana,
antihelminticas, antiulcerogénicas, moluscicida e até no tratamento do combate a
desnutricdo (PEREZ, 1996; DAVID et al., 1999; SLACANIN et al., 1988; GIORDANO
et al., 1992; PICMAN et al, 1985; AHMED & KHATER, 2000). As moléculas

estudadas que demonstraram atividades biolégicas, possuiam em geral, grupos
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funcionais reativos como epodxidos, ésteres ou cetonas a, B-insaturadas (Figura 8)

(MERFORT, 2002; BRUNETON, 1991).

Estudos realizados com a espécie A. artemisiifolia descrevem atividades como
antimalérica e potencial inibitério do crescimento de células cancerigenas de
paulitina e a isopaulitina, lactonas sesquiterpénicas isoladas na espécie, onde os
graus de atividades significativos foram correlacionados com grupos, o, f
insaturada-y-lactona e o-exo-metileno presentes nas moléculas (DAVID et al,
1999). Também da espécie sdo descritos estudos que comprovam propriedades
anti-artrite e antiinflamatdrias significativas do extrato etandlico da mesma,

confirmando os usos da medicina popular para a planta (PEREZ, 1996).



32

citotoxico e/ou antitumoral

o y CO.CH,
CH3
'I,,, I
HO ()COC:CHCH3
(o)
(o)
molefantinina . ambrosina
Elephantus mollis allamandina Ambrosia cumanensis
Allamanda cathartica

CH,
OCOC=CHCH,OH

-
=
- -
- -
- -

WOH

o
o o
eupahisopina . .
Eupatorium hyssopifolium helenalina Vemolepina
Helenium autumnale vernonia hymenolepsis
Analgésico Inibidor do crescimento
Ql", 5 E
z = (o)
. o
o) S $ o
HO
o
o o
santonina alantolactona
(Inula sp)

amatolina

Figura 8. Exemplos de lactonas sesquiterpénicas biolégicamente ativas

(UGAZ, 1994).



33

Em relacdo a atividade antiulcerogénica, muitos sao os estudos envolvendo
outras espécies de Asteraceae com atividade antiulcerogénica comprovada (Tabela
3). Esses demonstraram que essa atividade esta relacionada com a presenca de
lactonas sesquiterpénicas, como € o caso da matricina isolada de Matricaria recutita
e achilina e leucodina de Achilea millefolium (FIGURA 9) (WAGNER, 1999;

WAGNER e WIESENAUER, 1995).

0]
R2
o) R1
(o)
matricina leucodina: R1=CH; o ; R2=Hp
(proazuleno) matricarina: R1 = CH, a ; R2 = OCOCH, B

achilina:R1=CH; a ;R2=HBp

Figura 9. Exemplos de lactonas sesquiterpénicas com atividade
antiulcerogénica comprovada.

Em estudos de avaliagdo da atividade antiulcerogénica de diferentes lactonas
sesquiterpénicas, os resultados demonstraram a presencga do grupo o- metileno-y-
lactona como sendo a exigéncia principal para a atividade antiulcerogénica
observada. Esse grupo esta presente na desidroleucodina (Tabela 3 e 4), que possui
esqueleto do tipo guaianolideo, que no estudo impediu significativamente a

formacdo de lesdes géstricas induzidas por etanol e indometacina. Todos os



34

pseudoguainolideos estudados que demostraram atividade antiulcerogénica
possuem o anel da ciclopentanona ao,B-insaturado e o grupo funcional o- metileno-y-
lactona. Apenas a 9-0-desacetilpatulina-2-0-angelata possui exclusivamente em sua

molécula o grupo - metileno-y-lactona (GIORDANO et al., 1990).

Posteriormente estudos de continuidade da avaliagcdo da atividade
antiulcerogénica de lactonas sesquiterpénicas, demonstraram que a helenina e a
desidroleucodina impediam significativamente a formacédo das lesbes gastricas
induzidas por varios agentes agressores da mucosa gastrica. No mesmo estudo, a
atividade citoprotetora foi demonstrada também em outras lactonas sesquiterpénicas
que tém uma caracteristica em comum, um grupo carbonilico a, B-insaturado em sua
estrutura, correlacionando a presenca desse grupo como uma exigéncia estrutural
essencial para esta atividade (RODRIGUEZ et al., 1996). Estdao apresentadas na
Tabela 4 exemplos de lactonas sesquiterpénicas que apresentam atividades
antiulcerogénicas e que possuem em sua estrutura o grupo carbonilico o, -

insaturado.



Tabela 3. Exemplos de estudos de atividade antiulcerogénica de LS
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Nome da LS

Espécie estudada

Atividade bioldgica

Referéncia

- Clorojanerina
- 13-acetil solstitialina
- solstitialina

Centaurea solstitialis L. ssp

Antiulcerogénica

YESILADA et al.,
2004

- desidroleucodina

Artemisia douglasiana

Inibicdo significativa de lesbes gastricas induzidas por
EtOH,HCI 0,6 N, NaOH 0,2 N e outros agentes indutores
de Ulceras gastricas.

Efeito citoprotetor

Atividade citoprotetora gastrica, inibicdo de NO in vitro. e
inibicao de PGE in vitro .

GIORDANO et al.,
1990;

GIORDANO et al.,
1994;

GUARDIA, et al.,
1994
RODRIGUEZ et al,,
1996

MARIA, et al., 1998

- desacetoximatricarina
- lutartina

- 8-angeloiloxi-3-hidroxi guaia
3(15), 10(14), 11(13)-trieno-6,12-olide

- himenina
- mexicanina | e helenalina

- 9-O-desacetilpatulina-2-O-
angelato

Artemisia mendozona
var.paramillonensis

Stevia yacomensis var.
subeglandulosa

Veronia nitidula

Parthenium bysterophorus

Gaillardia megapotamica
var.scabiosoides

Helenium alternofolius

Efeito citoprotetor
Efeito citoprotetor

Efeito citoprotetor

Efeito citoprotetor
Efeito citoprotetor

Efeito citoprotetor

GIORDANO et al.,
1994;

- cumanina Ambrosia psilostachya Potente inibicdo da producdo de NO com uma baixa LASTRA et al.,2004
citotoxidade
- partenolideo Tanacetum parthenium Inibicdo in vitro dos efeitos da serotonina BEJAR, 1996
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Tabela 4. Efeito Citoprotetor de lactonas sesquiterpénicas na dose de 40 mg/kg

Nome da substancia

estrutura

Efeito citoprotetor

desidroleucodina

helenalina

himentina

mexicanina |

ludartina

11, 13-dihidro-
desidroleucodina

11, 13-dihidrohelenalina

2,3-dihidrohelenalina

2,3,11,13--tetrahidrohelenalina

m

¥
(o) <
HO  §
-
H
>
(o) 8
HO
-
H
»
(o) ~
HO §

0,25 £0,045

0,33 £0,059

0,25 +0,035

0,25 +0,05

0,5 £0,079

3,5 0,308

0,66 +0,055

1,00 £0,158

3,70 0,21

Cada ponto de dados representa a média + desvio padréo.p/ um numero de 5 ratos (GIORDANO et al.,1992)
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Tabela 4. Efeito Citoprotetor de lactonas sesquiterpénicas na dose de 40 mg/kg (Cont.)
Nome da substéncia

estrutura

Efeito citoprotetor
6-acetato helenalina

1,00 + 0,245
6-acetato mexicanina A 0,90+ 0,173
6-O-[N-(trifluoroacetila) — 3 0,95+ 0,11
glicinila helenalina ° 3 o
‘0(0)0|-|2N|-|C(0)0|=3
6-O-glicinilahelenalina 0,85+ 0,11
guaianolideo 0.70 + 0.164
11, 13-dehidrohimenina 4,00+ 0,38
° %o
o] ©
2,3,11,13-tetrahidrohimanina 4,50+0,5
° %o
o}

succinato helenalina

@ 1,50 + 0,35
o o
0
N\

. : , C(O)CH,CH,CH,(0)0-[,]
desacilisodeoxielepantopina o
2-metilbutirato

o OJH/\ 4,00 +0,79

Cada ponto de dados representa a média £ dedvio padréo p/ um numero de 5 ratos (GIORDANO et al.,1992)
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1.3.5 Aspectos fitoquimicos de Ambrosia artemisiifolia

Espécies do género Ambrosia que ocorrem na América do Norte e México séo
bastante conhecidas por concentrarem lactonas sesquiterpénicas pertencentes ao
grupo dos ambrosanolideos, seco-ambrosanolideos e eudesmanolideos. Em
estudos realizados com plantas dessas localidades foi descrita a ocorréncia das LS
cumanina (14), coronopilina (15), diidrocumanina (16), peruvina (17), artemisiifolina
(7) e isabelina (18) bem como derivados da guanidina, agmatina, um flavonéide —
isorhamnetina e alguns alcaldides, os quais ndo foram identificados, na espécie A.

artemisiifolia coletada na América do Norte (RASZEJA & GILL, 1997).

Existem varios estudos fitoquimicos envolvendo a espécie A. artemisiifolia e
maior parte desses descrevem o0 isolamento de lactonas sesquiterpénicas
(STEFANOVIC, ALJANCICSOLAJA e MILOSAVIJEVIC, 1986). Foi relatada nessa
espécie a primeira ocorréncia natural da LS diidrocumanina (16), onde analisando o
extrato cloroférmico de folhas secas da espécie, coletada préximo das cachoeiras do
Chippawa Falls, Wisconsin, resultou em trés substancias cristalinas, duas dessas
idénticas com as ja conhecidas lactonas sesquiterpénicas cumanina (14), peruvina
(17) e a diidrocumanina (16) (pseudoguaianolideos), sendo essa Ultima, uma
substancia que anteriormente sé tinha sido identificada como um produto de redugéo

da cumanina (14) (PORTER & MABRY, 1968).
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A partir de investigacdes sistematicas de géneros de Ambrosia (Asteraceae),
em 1969, foi descrito o isolamento e a determinacdo de estrutura de uma nova
lactona sesquiterpénica, de esqueleto germacronolideo. Analisando o extrato
cloroformico de folhas secas ao ar de A. artemisiifolia coletada em Austin, Texas. O
extrato forneceu 1,5 % de rendimento de uma substancia, a qual foi nomeada de
artemisiifolina (7). Também foi isolado como uma substancia minoritaria a isabelina

(11) (PORTER et al., 1969).

Em outro estudo, foram relatados o isolamento de cinco lactonas do extrato
cloroférmico obtido da planta inteira, coletada préximo de Pancevo, lugoslavia, onde
quatro das LS foram atribuidas, de acordo com a evidéncia espectral, como sendo
0s compostos ja conhecidos cumanina (14), o diacetato de cumanina (19), o 4-
hydroxi-3-oxo-pseudoguaianolideo-6, 12 (20) e a psilostachina C (21). A lactona
cristalina demostrou ser uma nova substancia, correspondente a férmula molecular

C15H220s5, identificada como 3,4-seco-ambrosanolideo (22) (STEFANOVIC, 1987).

De um individuo coletado na Australia, em estudo posterior, foi isolada e
identificada uma dilactona sesquiterpénica, psilostachina A (23), a qual nao foi
isolada anteriormente nos trabalhos com individuos coletados na América do Norte.
Baseados nesses aspectos, que indicavam que a localizagdo geografica influenciava
na presenca de diferentes lactonas sesquiterpénicas; pesquisas foram direcionadas
para o estudo de lactonas sesquiterpénicas presentes em diferentes espécimens
coletadas durante o periodo de florescéncia, no jardim de plantas da Academia

Médica em GdansK, Polbénia. Os resultados dessa pesquisa descreveram a
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presenca psilostachina B (24), a qual ndo foi encontrada na mesma espécie nas
plantas coletadas na América do Norte, México e Austrdlia (RASZEJA & GILL,

1977).

Apesar do grande numero de estudos ja realizados de A. artemisiifolia (HERZ
& HOGENAUER, 1961; PORTER & MABRY, 1969; POTER et al., 1970), em 1999
foi descrito o isolamento e purificagdo de duas lactonas sesquiterpénicas, a paulitina
(25) e a isopaulitina (26), de partes aéreas de amostras de A. artemisiifolia
compradas na cidade de Salvador (BA), até entdo desconhecidas para a espécie

(DAVID et al., 1999).
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AcO
AcO 0
(19)
ROOC
R
OI
(0]

(25) (26)

Figura 10. Exemplos de lactonas sesquiterpénicas isoladas de A. artemisiifolia
(RASZEJA & GILL, 1997; STEFANOVIC, ALJANCICSOLAJA e MILOSAVIJEVIC,
1986; PORTER & MABRY, 1968; PORTER et al., 1969; STEFANOVIC, 1987;

DAVID et al., 1999)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar marcadores quimicos da espécie medicinal Ambrosia artemisiifolia L.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar extrato cloroférmico buscando isolar os marcadores quimicos de
interesse  (lactonas  sesquiterpénicas), caracterizar as  lactonas
sesquiterpénicas isoladas das partes aéreas de Ambrosia artemisiifolia L

(Asteraceae) e avaliar atividade antiulcerogénica;

Coletar amostras de Ambrosia artemisiifolia L. de localidades diferentes para

avaliagc&o da variabilidade quimica;

Preparar extrato aquoso buscando simular o chad comumente utilizado na

medicina popular e avaliar atividade antiulcerogénica;

Desenvolver metodologia analitica, baseada em CLAE, para monitoramento
dos marcadores quimicos, de acordo com as exigéncias da ANVISA

conforme resolugdo RDC N°. 48/ 2004.



3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e métodos

3.1.1. Solventes

Para analise em CCD e CC foram utilizados solventes organicos purificados
por destilagdo e quando necessario, secos com sais de sulfato de sddio ou

magnésio anidros, depois de destilados.

Para analises em CLAE foram utilizados solventes de grau cromatografico

ultrafiltrados (Merck ou EM Science).

3.1.2. Equipamentos

e Moinho tipo WILLYE, modelo TE — 650, marca TECNAL;
e Balanga analitica, modelo E01140, marca OHAUS;

e Balanca semi-analitica, modelo BG 2000, marca QUIMIS;
e Estufa de secagem, modelo 315 SE, marca FANEM,;

¢ Placas aquecedoras, modelo 753 A, marca FISATOM,;

¢ Rota evaporador, modelo 802, marca FISATOM,;
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e Liofilizador, modelo Beta 1-8 K, marca CHRIST;

e (Camera de revelacao de CCD com lampadas de UV a 254 nm e 366 nm;

e |avadora ultra-sénica, modelo USC 1400, marca UNIQUE;

e Pipetas automaticas, modelos P100 e P1000, marca Eppendorf;

e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, modelo LC-10, marca SHIMADZU,
equipado com detetor ultravioleta/visivel, modelo 10AVP, com duplo canal
marca SHIMADZU;

e Cromatdgrafo gasoso de alta resolugdo, modelo HP 6890 Plus, marca
HEWLETT-PACHARD, equipado com sistema “dual-column” (coluna polar
Innowax —30 m x 0,320 mm e filme de 0,25 um; colunar apolar HP-5 - 30 m
x 0,320 mm e filme de 0,25 um), detetores de ionizacdo de chama e gas de
arraste hidrogénio;

e Cromatégrafo gasoso de alta resolucdo, modelo CG-2010, acoplado ao
Espectrédmetro de Massas, modelo GCMS-QP2010, com injetor automatico,
modelo AOC-20, marca SHIMADZU, coluna BB-5MS (25 m x 0,25 mm),

detetor quadrupolo e gas de arraste hélio;

3.1.3. Coleta de material

O material vegetal foi constituido de partes aéreas de A. artemisiifolia L,
coletado em 04 diferentes localidades e datas: Iranduba, municipio do Amazonas,
em 04 de maio de 2003 (margem de rio); Juruti, municipio do estado do Para, em
27 de julho de 2003 (margem de rio); Manaus, capital do Amazonas, em 27 de

fevereiro de 2004 (praia de rio) e em ltacoatiara, também municipio do Amazonas,
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em 03 de agosto de 2004. De cada material coletado foi preparada uma exsicata da

planta e posteriormente depositadas no herbario do INPA.

3.1.4. Secagem

A secagem do material vegetal (partes aéreas) foi efetuada ao ar, durante 07
dias, para evitar perda de constituintes termolabeis, nas dependéncias do laboratério
da CCPN do INPA. Depois de seco, o material foi entdo picotado e moido em

moinho de facas, utilizando peneira com Mesh 30, para a obtencao das serragens.

3.1.5. Métodos cromatograficos

Para fracionamento do extrato cloroférmico e das fragdes foram utilizadas
colunas cromatograficas, sob vacuo, de fase normal em silica gel 60 Merck (63 —
200 um), em silica gel 60 Merck (45 — 65 um) ; silica gel 60 de fase reversa Merck

derivatizada tipo C-18 (25 — 40 um), todas empacotadas a seco.

Para as analises das fragdes obtidas por cromatografia em camada delgada
(CCD), foram utilizadas placas prontas de silica gel 60 com WF254 em aluminio e

placas de fase reversa RP-18 F254S de marca Merck.

As placas de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
empregadas na purificacdo de fragdes, foram preparadas com silica gel 60 PFasq,

MERCK, com 1 mm de espessura, em placas de vidro de 20 x 20 cm.



46

Para a revelagéo de placas de CCD e CCDP foi utilizada revelagdo com luz UV
a 254 nm e 366 nm, vapores de lodo e pulverizacao de solucao de anisaldeido com

aquecimento (WAGNER & BLAD, 1995).

Os experimentos com cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no
monitoramento e na analise dos marcadores quimicos, presentes nos extratos
aquosos e extrato cloroférmico, foram realizados com uma coluna de fase reversa
silica gel 60 Select B de 5um e dimensdes de 250 x 4 mm. O sistema de eluentes
adotado foi gradiente ACN/H>O (0 min-35:65, 5 min-35:65, 15 min-55:45, 17 min-
100:0 e 27 min-100:0), fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢éo de 20 uL (volume loop)

e detector UV-VIS nos comprimentos de onda de 254 e 225 nm.

3.1.6. Métodos espectroscopicos

Para a identificacao e elucidacao das estruturas das substancias isoladas foram
utilizadas as facilidades da Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade

de Sao Paulo.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram registrados nos
espectrometros Bruker AC-200, operando em 200 e 50 MHz, Bruker DPX-300,
operando em 300 e 75 MHz e Bruker DRX-500, operando em 500 e 125 MHz,
respectivamente para 'H e '*C. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio

deuterado contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
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3.2 Estudo Fitoquimico

3.2.1 Preparacao dos extratos aquosos

Conforme descrito no Esquema 5, os extratos aquosos (EA) foram obtidos
partindo-se de 60 g de cada serragem das partes aéreas de A. artemisiifolia,
provenientes das coletas efetuadas. As serragens foram submetidas a extracao por
infusdo, utilizando 1 L de agua destilada fervente, mantendo o recipiente tampado
por um periodo de 15 min para cada extracdo. A seguir, os chas obtidos foram
filtrados em papel de filtro e os filtrados foram entdo concentrados em
rotaevaporadores, em condi¢cdes brandas de temperatura. Os concentrados foram

entdo ressuspendidos com agua destilada e em seguida liofilizados.

Serragem
609

Infusdo ¢/ 1 L de agua fervente por 15 min

\ 4
Cha

Filtracdo em papel de filtro

' '

Filtrado Residuo
desprezado

1. concentracdo (aproximadamente 40 °C)
2. liofilizacao

Extrato aquoso
EA

Esquema 5: Preparacao dos extratos aquosos de A. artemisiifolia
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3.2.2 Preparacao dos extratos cloroformicos

Os extratos cloroférmicos (Ext.CHCI3) foram obtidos a partir de massas
diferentes de serragem de partes aéreas de A. artemisiifolia, provenientes das
coletas efetuadas, utilizando a mesma metodologia de extragcdo para todos os
extratos cloroférmicos obtidos. As serragens foram submetidas a extracdo por
maceragao a frio, em frascos tipo Mariote com capacidade de 2 L cada, com
cloroformio suficiente para cobrir toda a serragem, por um periodo de 5 dias
corridos, durante o qual realizou-se ocasionalmente agitagbes do material em
maceragao. Apods o periodo de extragdo, os materiais foram entdo filtrados em gaze.
Os filtrados foram concentrados em rotaevaporador, em condicbes brandas
(aproximadamente 40 °C), e os residuos que permaneceram nos frascos Mariotes

foram submetidos a uma segunda extragcdo com metanol.

3.2.2.1 Eliminacao de clorofila dos extratos cloroférmicos

Os extratos cloroférmicos, apds concentrados, foram ressuspendidos em
solucdo de EtOH/H>O na concentracao 7:3, previamente preparada. As suspensoes
obtidas foram entdo submetidas a filtracdo em celite auxiliada por vacuo e o celite
foi lavado com um volume (1V) de solucao de EtOH/H.,O (7:3), com o objetivo de
eliminar a clorofila presente no material. Os filtrados foram concentrados em
rotaevaporadores, em condi¢ées brandas (aproximadamente 40 °C), e entdo foram
obtidas as fragdes cloroformicas ( ECA) livres de clorofila. Os residuos da filtragdo
em celite foram submetidos a lavagem com 1 volume (1V) de hexano onde os

filtrados foram concentrados obtendo-se as fragdes hexanicas. Os residuos
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resultantes da lavagem com hexano foram submetidos a nova lavagem com um
volume (1V) de cloroférmio e onde os filtrados foram também concentrados e entao

obtidas as fracdes cloroférmicas.

3.2.3 Preparacao dos extratos metandlicos

Os extratos metandlicos foram obtidos por maceragao a frio, durante um periodo
de 07 dias corridos, a partir dos residuos provenientes de maceragcdes com
cloroférmio (CHCIs) que foram reservados nos frascos Mariotes, onde foi adicionado
MeOH o suficiente para cobrir todo o residuo. Os materiais durante a maceracao
foram por varias vezes agitados e depois desse periodo de extragdo 0s mesmos
foram filtrados em gaze e transferidos para erlenmeyers com capacidades de 2 L
cada. Os mesmos foram entdo reservados e nos residuos das filtragdes que
permaneceram nos frascos mariotes foi adicionado novamente mais MeOH na
quantidade suficiente para cobrir os residuos, e assim permaneceram em
maceragao por mais 07 dias para extracdo exaustiva. Apds o periodo da segunda
extragdo com MeOH, os materiais foram novamente filtrados em gaze e reunidos
aos seus respectivos filtrados da primeira maceracao. Os filtrados entdo foram

concentrados em rotaevaporador resultando nos extratos metandlicos (Esquema 6).
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Serragem
Maceracao a frio ¢/ CHCIs por 5 dias
Macerado
Filtragcao
Filtrado ¢
Residuo
concentracdo Maceracéo a frio ¢/ MeoH
por 7 dias (2x)
Filtragao
Ext. CHCl3 L L
Ressuspenséo c/ Filtrado Residuo
EtOH/agua (7:3)
4 B desprezado
Suspensdo concentragao
Filtracao em celite p/ Ext. MeOH
remogao de clorofila
concentracéo Residuo
Fr. EtOH/H.O
Ext. ECA Lavagem ¢/ Hexano
Livre de clorofila
l concentragéo
Residuo
Fr.Hexanica
Lavagem ¢/ CHCl3
concentragao ¢
Residuo
Fr.Cloroférmica desprezado

Esquema 6: Preparacao dos extratos ECA e metandlico de A. artemisiifolia
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3.2.4. Fracionamento cromatografico do extrato ECA

Foi retirada uma aliquota de 2,00 g do extrato cloroférmico livre de clorofila
concentrado, referente a primeira coleta, e a mesma foi fracionada em coluna
filtrante, com 128,7 g de silica gel (63 - 200um), 8,5 cm de diametro e altura de 4,5
cm. A eluicao foi realizada usando gradiente de Hexano/AcOEt, nas proporcdes de
100:0 (1 L), 95:5 (1 L), 70:30 (2 L), 0:100 (1 L), seguido de purga com MeOH num
volume de 1 L. Foram recolhidas fragbes de 1 L num total de 06 fragdes, que
posteriormente foram concentradas em rotaevaporador, em condigcbes de
temperatura branda. As fra¢des obtidas foram analisadas por CCD em fase normal
utilizando sistema de eluicdo Hex/AcOEt (7:3), revelagcdo UVas4, vapores de lodo e
solucdo de anisaldeido. As fracbes apresentaram pesos conforme esquema 7. As
fracOes priorizadas para serem trabalhadas foram as 37-3, 37-4 e 37- 5 e baseadas
na polaridade e na quantidade disponivel. Essas fragdes foram analisadas em CCD
em diversos sistemas de eluicdo para definir o melhor sistema de separagdo dos

constituintes presentes.
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2,00 g de Fr. ECA
Livre de clorofila

CC Filtrante em silica gel (63 -200um )
m =128,7g, di=85cm,h=45cm

Gradiente Hexano/AcOEt
( 100:0/ 95:5/ 70:30/ 0:100)
Purga MeOH (100%)

v v v v v v

37-1 37-2 37-3 37-4 37-5 37-6
0,0064 g 0,0569 g 0,3037 g 0,1886 g 1,2000 g 0,3044 g

Esquema 7: Fracionamento do extrato ECA livre de clorofila de A. artemisiifolia
(1° coluna)

Uma maior quantidade de fracao cloroférmica foi submetida ao procedimento
de eliminacao de clorofila (item 3.2.2.1) resultando em mais 4,00 g de extrato
cloroférmico livre de clorofila. Esse material foi submetido a fracionamento utilizando
uma nova coluna filtrante, com massa de 280 g de silica gel (63 - 200um), de 10,3
cm de diametro e com 5,8 cm de altura. O sistema de eluigdo utilizado foi igual ao
apresentado anteriormente apenas houve um aumento do volume de cada sistema
utiizando as propor¢cdes de Hexano/AcOEt de 100: (2 L), 95:5 (2 L), 70:30 (4 L),
0:100 (2 L) e em seguida foi realizada purga com MeOH num volume de 2 L. As
fracOes foram recolhidas em volumes de 1 L cada, totalizando 12 fragbes. As
fracbes obtidas foram concentradas em rotaevaporador, em condi¢cdes de
temperatura aproximada de 40°C e analisadas em CCD de fase normal no sistema
Hex/AcOEt (7:3), com revelagdo em UVys4, vapores de iodo e solugéo de anisaldeido
com aquecimento, para a caracterizacdo das fragdes. Os pesos obtidos estdo

descritos no esquema 8. Novamente as fragbes foram selecionadas para serem
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trabalhadas considerando as andlises em CCD, em compara¢do com as fragcoes da

coluna filtrante mostrada anteriormente (Esquema 7).

4,00 g da Fr. ECA livre de clorofila

CC Filtrante em silica gel (63 -200um )
m=280¢g, di=10,3cm,h=5,8cm

Gradiente Hexano/AcOEt ( 100:0/ 95:5/ 70:30/ 0:100)
Purga MeOH (100%)

! | v v v y v

70-1a70-7 70-5 70-6 70-7 70-8 70-9 70-10a 70-12
8 mg 211 mg 188 mg 316 mg 152 mg 1000 mg 475 mg

Esquema 8: Fracionamento do extrato ECA livre de clorofila de A. artemisiifolia
(2° coluna)

As fracbes obtidas das duas colunas (esquemas 7 e 8) foram comparadas por
CCD e as fragbes semelhantes e de interesse foram entdo trabalhadas

conjuntamente.

3.2.5 Fracionamentode 37-5+70-9

As fracbes 37-5 e 70-9 foram reunidas, por serem cromatograficamente
semelhantes, resultando em 2,50 g. Como a fragdo resultante, ainda era composta
de constituintes de polaridades bem distintas, decidiu-se pelo emprego de um novo
fracionamento por coluna filtrante. Utilizou-se uma coluna de 3,1 cm de didmetro
interno com 2,5 cm de altura, e 10,35 g de silica gel (63 — 200 um). A eluicédo foi
iniciada utilizando diclorometano na concentragdo de 100% num volume de 100 mL,

seguida de 100 mL de eluente DCM/acetona (70:30), posteriormente seguida de
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100 mL de acetona 100% e para finalizar eluiu-se com 100 mL de metanol 100%. As
fracOes foram coletadas num volume de 100 mL cada resultando num total de 4, as
quais foram concentradas em rotaevaporador, em temperatura branda. As fracdes
foram analisadas em CCD de fase normal utilizando o sistema DCM/acetona (6:4).
A fracdo codificada como 37-5+70-9A de peso 1,72 g foi selecionada para ser
trabalhada. Foi entdo submetida a um fracionamento em coluna cromatografica de
didmetro interno de 8,5 cm de 30 cm de altura de 222,5 g de silica Flash (45 - 63
um), iniciando a eluicdo com 100 % de diclorometano, seguido um gradiente de
DCM/éter etilico aumentando de 5 em 5 % a concentragdo de éter etilico, num
volume de 400 mL até DCM/éter etilico (70:30). Em seguida, a coluna foi eluida com
400 mL de DCM/acetona (70:30) e 400 mL (60:40). Finalmente eluiu-se a coluna
com 400 mL de acetona 100 % seguido de purga com MeOH 100 %. As fracdes
foram recolhidas num volume aproximado de 50 mL cada, sendo que a lavagem com
acetona 100 % e MeOH 100 % foram recolhidos em seus volumes totais, resultado
em 57 fragbes. As fragdes obtidas foram concentradas em rotaevaporador e, apos
definidos os pesos, foram entdo analisadas em CCD. Baseado nas analises em
CCD, as fracbes foram reunidas resultando em 5 fracdes. As fracbes obtidas
codificadas como 22-1 a 19, 22-20, 22-21 a 24, 22-25 a 26 e 22-27 a 30,
apresentaram pesos consideraveis e boa pureza porém ainda se fazia necessaria

uma maior purificacao (Esquema 9).



37-5+70-9

2,50 g

100 mL

CC Filtrante em silica gel (63 -200um )
m=10,35¢g, di=3,1cm,h=25cm

Purga MeOH (100%) — 100 mL

v

v

v

v
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Gradiente DCM/Acetona ( 100:0/ 70:30/ 0:100) —

37-5 + 70 -9A
1,72g

37-5+70-9B
0,499

37-5 + 70 -9C
0,06 g

37-5 + 70 -9D
0,13 g

CC em silica gel Flash
m =222,5¢g, di=4,2cm, h=30cm

Grad. DCM/Eter etilico ( 100:0 a 70:30) 400mL
DCM/ Acetona (70:30 e 60:40) 400 mL
Lavagem Acetona (100%) — 400 mL

Lavagem MeOH (100%) — 400 mL

v v v y v

22-1a19 22-20 22-21a24 22-25 a2 26 22-27 a 57
336 mg 101 mg 313 mg 44 mg 1769 mg

Esquema 9: Fracionamento das fragées 37- 5 + 70 -9

3.2.6 Fracionamento de 22-20

A fracdo 22-20, de massa igual a 101,4 mg, foi submetida a fracionamento por
CCD preparativa de silica gel, utilizando sistema de eluicao DCM/Acetona (85:15),
que quando reveladas em UV demonstraram boa separacdo e a presenca de 3
manchas. Apds extracédo da silica com acetato de etila, filtragdo e concentragcdo em
rotaevaporador, a baixa temperatura, obteve-se 3 fracGes codificadas como 22-20

A, 22-20 B e 22-20 C. Analises em CCD de fase normal no sistema DCM/Acetona
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(85:15) demonstrou que a fragdo 22-20 B apresentou boa pureza e entdo a amostra

da mesma foi encaminhada para obtencao de espectros de RMN e EM.

3.2.7 Recristalizacao das fragoes 22-21 a 24 e 22-25 a 26

Foi observado que durante a concentracao das fracbes 22-21 a 24 e 22-25 a
26, ocorreu a formagao de cristais. Dessa forma, a fracao 22-21 a 24 foi submetida a
um processo de recristalizacdo com metanol a quente. Apds dissolugéo da fracao
em metanol a quente deixou-se a fragcdo em repouso na geladeira durante 5 horas,
nao ocorrendo a recristalizacdo. Em seguida, tentou-se uma nova recristalizagao
com adicao de agua a quente, na proporcao final de MeOH/H,O (4:1). Esse mesmo
procedimento foi utilizado para a fragdo 22-25 a 26, com uma proporgéo final de
MeOH/H2O (10:3). Em seguida as fracdes foram deixadas em repouso no freezer
durante um periodo aproximado de 48 horas até o surgimento de cristais. Houve a
formacao de cristais brancos em forma de agulha que foram purificados através de
lavagem com mistura MeOH/H,O (75:25) gelado para 22-21 a 24 e MeOH/H>O
(70:30) gelado para 22-25 a 26 e separados por filtracdo. Os cristais purificados
foram entdo reunidos em uma Unica fracao codificada como 22-25 a 26. Andlise por
CCD demonstrou que a amostra estava pura e a mesma foi entdo encaminhada para

obtencéao de espectros de RMN e EM.
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3.2.8 Fracionamentode 70-5 + 70 - 6

As fracdes 70-5 e 70-6 foram reunidas apo6s analise em CCD somando 399,4
mg de amostra. A fracdo resultante foi submetida a um fracionamento por
cromatografia em coluna Flash, de 2,3 cm diametro interno e altura de silica de 32
cm, utilizando 40 g de silica. A eluigdo foi iniciada com 200 mL do sistema
hexano/mistura A na proporcdo de 60:40, onde mistura A representa o sistema
CHClgs/acetona (96:4). Em seguida deu-se sequiéncia a eluicdo, em volumes de 200
mL cada, com gradiente crescente de 10 % de mistura A até atingir 100% somente
da mistura A. Em seguida, a eluicdo foi continuada num gradiente crescente de 10
% de acetona do sistema CHCls/acetona até a proporcao de 50:50, em volumes de
100 mL. Finalmente foi realizada uma lavagem com 100% de acetona num volume
de 300 mL seguida de 100% de metanol também num volume de 300 mL. As
fracoes foram coletadas em volumes aproximados de 50 mL, sendo que as purgas
foram coletadas em seus volumes totais, obtendo-se ao final um total de 33 fragdes.
As fragcbes assim obtidas foram analisadas em CCD de fase normal no sistema
Hex/mistura A em diferentes proporcdes. Apds andlise em CCD, decidiu-se pela
unido de algumas fragdes devido as suas semelhancas cromatograficas, resultando

em 13 fragbes com massas conforme esquema 10.
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3.2.9 Fracionamento de 86-2 + 86 - 3

As fragbes 86 — 2 e 86 — 3, apos analise em CCD de silica de fase reversa nos
sistemas ACN/H2O, ACN/metanol e ACN/AcOEt, foram reunidas somando uma
massa de 104,2 mg e submetidas a fracionamento em coluna cromatografica com 40
g de silica gel de fase reversa derivatizada C-18 (25 — 40 um), ( didmetro interno de
2,3 cm e altura de silica de 36,5 cm). Foi dado inicio a elui¢cdo utilizando o sistema
ACN/H2O na proporgcédo de 50:50, num volume de 100 mL. Deu-se sequéncia a
eluicdo, usando um volume de 100 mL de eluente, num gradiente de ACN/H-0,
aumentando acetonitrila na proporcao de 10% a cada 100 mL de eluente até a
proporcdo de 100% de acetonitrila. Posteriormente, utilizou-se como eluente o
sistema ACN/AcOEt (90:10) aumentando a proporcdo de acetato de etila na
propor¢cdo de 10% a cada 100 mL de eluente até a proporcdao de ACN/AcOEt
(40:60). Em seguida foi efetuada lavagem da coluna utilizando 100% de acetato de
etila num volume de 200 mL. As fragées foram coletadas num volume aproximado
de 25 mL e a lavagem foi coletada em seu volume total, obtendo-se dessa forma um
total de 50 fracbes. Apds concentradas, em rotaevaporadores sob temperatura
aproximada de 40 °C, as fragbes foram analisadas em CCD de fase reversa
utilizando os sistemas ACN/H>O (90:10), ACN/AcOEt (60:40) e ACN/AcOEt (40:60).
As fragdes foram reunidas em 17 fracdes. As fracoes codificadas como 14-14, 14-15
e 14-16, conforme resultados da analise em CCD de fase reversa, apresentaram boa
pureza. As mesmas foram entdo reunidas (14-14 a 16) e uma amostra da mesma foi

encaminhada para obtencgao de espectros de RMN e EM (Esquema 10).
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70-5 + 70-6
399,4 mg

CC em silica gel Flash (45 -63 um )
m=40g, di=2,3cm,h=32cm

Hex/Mistura A ( 60:40 até 100% de Mist. A) 100 mL
CHCls/acetona (90:10 até 50:50) 100 mL
Lav. acetona (100%) e MeOH (100%) 300 mL

v v

86-1
0,3mg

86-2a3 86-4a13
104,2 mg 197,1 mg

CC em silica de fase reversa C-18 (25 —40 pm)
m=40g, di=2,3cm, h=36,5cm

ACN/H20 (50:50 até 100% de ACN) 100 mL
ACN/ AcOEt (90:10 até 50:50) 100 mL
Lav. ¢/ AcOEt (100%) 200 mL

v

v v

14-1 a2 13
21,1 mg

14-14a16 14-17 a 50
31,3 mg 59,5 mg

Esquema 10: Fracionamento de 70-5 + 70-6 e 86-2 + 86 -3
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3.2.10 Fracionamentode 70-7 + 70 - 8

As fragdes 70-7 e 70-8 foram reunidas apos analise em CCD somando 468 mg
de amostra e entdo foram submetidas a fracionamento por cromatografia em coluna
Flash utilizando 50 g de silica, com 2,3 cm didmetro interno e altura de silica de 40
cm. A eluicédo foi iniciada com 200 mL de DCM a 100%, seguida do gradiente
DCM/Acetona (98:2), aumentando-se a propor¢do a cada 200 mL em 2% até a
propor¢do de DCM/Acetona(90:10), em seguida a eluicado foi seguida com 100% de
acetona num volume de 200 mL e finalmente lavagem com metanol 100%. As
fracbes foram coletadas nos volumes aproximados de 50 mL até eluicdo com
DCM/Acetona(98:2) e 25 mL até DCM/Acetona (90:10). A lavagem com acetona
100% foi coletada em seu volume total e a lavagem com 100% metanol foi
desprezada. Foram obtidas 29 fracbes que posteriormente foram concentradas em
rotaevaporador, em temperatura aproximada de 40 °C. As fragdes foram analisadas
em CCD de fase normal e decidiu-se entdo por reunir algumas fragdes resultando

em 11 fragbes, conforme apresentado no esquema 11.

3.2.11 Fracionamento de 92-3

A fracdo 92-3, resultante do fracionamento das fragdes 70-7 e 70-8, com peso
de 100,5 mg, foi submetida a fracionamento por CCD preparativa de silica gel no
sistema de eluicdo DCM/Acetona (95:05) em cinco placas. Apés revelagdo em UV,
observou-se 5 manchas com boa separacédo. As fragdes foram entdo codificadas
como 92-3/A, 92-3/B, 92-3/C, 92-3/D e 92-3/E. Analises em CCD de fase normal no

sistema DCM/Acetona (95:05) demonstrou que a fracao codificada como 92-3/C,
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apresentou boa pureza. Finalmente esta fragdo foi resubmetida a um fracionamento
por CCD preparativa de silica gel com o mesmo sistema de eluicdo anterior. Foi
entdo obtida uma fracdo, codificado como 92-3/C1, com boa pureza e massa igual a
38,5 mg, conforme apresentado no esquema 11, que foi encaminhada para analises

espectroscopicas na central analitica da USP.

70-7 + 70-8
468,0 mg

CC Flash em silica gel (45 —63 um )
m=50g, di=23cm,h=40cm

Gradiente DCM/Acetona (100% de DCM até 100% de
acetona) 200 mL
Lav. acetona (100%) e MeOH (100%) 300 mL

| ' I

92-1a2 92-3 92-4 a 11
2,0 mg 100,5 mg 312,3 mg

CCD preparativa em silica gel 60 PFas4
Eluente: DCM/Acetona (95:05)

v v v v v

92-3/A 92-3/B 92-3/C 92-3/D 92-3/E
2,9 mg 6,0 mg 49,9 mg 8,2 mg 4,9 mg

CCD preparativa em silica gel 60 PF2s4
Eluente: DCM/Acetona (95:05)

L !

92-3/C1 92-3/C2 92-3/C3
38,5 mg 0,1 mg 2,8 mg

Esquema 11: Fracionamento de 70 -7 + 70 —8 e purificacao de 92-3
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3.3 Obtencao dos dleos essenciais

40 g de serragem de partes aéreas secas, em temperatura ambiente, de A.
artemisiifolia, de cada coleta realizada, foram submetidas a extragdo de Oleo
essencial utilizando processo de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger
modificado, durante um periodo de 4 horas. Ao final do periodo de extracao, foi
realizada uma lavagem do hidrolato obtido com diclorometano, o qual foi coletado
em frasco erlenmeyer. O dleo foi separado do hidrolato por centrifugagéo, depois
separado com auxilio de uma pipeta e entdo apds a evaporagdo do DCM tiveram
suas massas e teores determinados (Tabela 31). Os 6leos obtidos foram codificados
a

como oOleo-1 (1% coleta), 6leo-36 (2* coleta), 6leo-10 (3* coleta) e 6leo-40 (4

coleta).

3.3.1 Analise quantitativa das amostras de 6leo em CG e CG-EM

Para determinacdo do perfil cromatografico de cada éleo obtido, referente as
coletas realizadas, as amostras foram diluidas em DCM e entao analisadas em CG,
nas seguintes condigcdes: coluna capilar polar Innowax de 30 m com 0,320 mm de
didmetro e filme de 0,25 um e coluna capilar apolar HP-5 de 30 m x 0,320 mm e
filme de 0,25 um, detector de ionizagcdo de chama, gas de arraste hidrogénio,
temperatura do injetor 220 °C, modo split na razdo de 20:1, volume de injecdo de 1
uL, programagdo de temperatura em 60 °C — 240 °C, gradiente linear de 3 °C/min,

com fluxo de 1,8 mL/min, tempo de analise de 60 min.
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Para a identificacdo dos picos majoritarios presentes em cada cromatograma
utilizou-se dois procedimentos. O primeiro consistiu na analise dos indices de
retencdo das substancias de interesse obtidos a partir da coinjecdo do 6leo com
padroes de alcanos (C9 — C24) e analise por CG/FID em duas colunas (polar e
apolar). Os indices obtidos foram comparados com os valores tabelados por Adams

(1995) e Davies (1990).

Um segundo procedimento envolveu a andlise dos 6leos por CG-EM nas
seguintes condicdes: coluna capilar DB-5MS (25 m x 0,25 mm; 0,25 um de
espessura de filme), gas de arraste hélio, temperatura do injetor de 220 °C,
temperatura de interface de 230 °C, modo split com razdo de 20:1, volume de
injecdo de 1 pL, programacgéo de temperatura de 60 °C - 240 °C com um gradiente
linear de 3 °C/min, fluxo de 1,8 mL/min e 60 min de corrida. Para a andlise as
amostras foram preparadas na concentragdo de 4 mg/mL, utilizando-se acetato de

etila como solvente.

3.4 Anadlise semi-quantitativa dos extratos cloroférmicos (ECA), extratos

aquosos (EA) e marcadores por CLAE

3.4.1 Preparacao das amostras

As amostras analisadas de extratos cloroférmicos livres de clorofila (ECA) e
dos marcadores isolados (codificados como LacA, LacB, LacC e LacD), foram todas
preparadas na concentracdo de 1 mg/mL, em metanol e depois filtradas em filtro de

membrana tipo PVDF com 0,2 um de porosidade.
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As amostras dos extratos aquosos (EA) foram submetidas a um processo de
preparacao de amostra para eliminar constituintes polares por filtracdo em SEPPAK
de fase reversa, o qual foi previamente condicionado com agua milli-Q. Para a
preparacao das amostras foram utilizados os sistemas a seguir, obtendo-se duas
fragdes: primeira fracdo obtida de 2 mL de EA eluidos com 10 mL de MeO/H.O

(5:95) e segunda fragcéo da eluicdo com 1 mL de MeOH/ACN (50:50)

3.4.2 Condicoes de analise

As andlises dos extratos ECA e EA, bem como os marcadores isolados,
foram realizadas utilizando coluna LiChrospher 60 RP- Select B (5 um , 250x4 mm),
em modo gradiente com ACN/ H20 (0 min — 35:65, 5 min — 35:65, 15 min — 55:45,
17 min — 100:0 e 27 min — 100:0), um fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20

uL (volume de loop) e monitoramento com detector de ultravioleta em 225 e 254 nm.

3.4.3 Curva de calibracao para LacA, LacB e LacD

Partindo-se das solugdes na concentracao de 1 mg/mL, foram preparadas por
diluicdo, 4 solugdes de cada marcador, em concentracdes diferentes. A faixa de
concentracdo para obtencdo das curvas de calibragdo adotada para cada marcador,
foi aquela que abrangia a concentragdo observada para os mesmos nos extratos

ECA analisados. As solug¢des padrdes preparadas foram injetadas em duplicata.
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3.4.4 Quantificacao dos marcadores nos extratos EA e ECA

A quantificacdo dos marcadores isolados nos extratos EA e ECA foi realizada
por CLAE utilizando o método do padrdao externo. As amostras EA e ECA
preparadas foram injetadas em triplicata nas mesmas condi¢cdes de analise. A partir
de cada valor médio de &rea obtido, para cada marcador nos extratos EA e ECA, foi
realizada uma extrapolagcdo na respectiva curva de calibragdo, obtendo-se dai os

valores presentes de cada marcador nas solugdes analisadas.

3.5 Testes para avaliacao da atividade anti-ulcera

Foi realizado avaliagdo da atividade anti-Ulcera em trés modelos de lesdes
gastricas induzidas agudamente em camundongos: lesdes produzidas pelo
antiinflamatério ndo esteroidal indometacina, por etanol e estresse produzidas por
imobilizagdo a 4 °C. Os ensaios foram realizados em colaboragdo com o setor de
Produtos Naturais do Depto. de Farmacologia da Escola Paulista de Medicina —
UNIFESP, sob supervisdo da Prof?. Dra. Caden Souccar e Prof. Dr. Antonio José
Lapa. Tais modelos sao os mais utilizados porque representam o0s agentes
etiolégicos mais comuns envolvidos na patologia da Ulcera gastrica humana. Em
todos esses modelos, além de se contar o numero de Ulceras e medir o seu
tamanho, sdo avaliadas também, de forma semi-quantitativa, as lesbées da mucosa
gastrica que precedem a ulceragdo. O etanol em concentragdes elevadas como 75%
ou mais, induzem uma proporgao significativa de Ulceras independentes da secrecao

acida. Os antiiflamatoérios nao-esteroidais como a indometacina, induzem lesdes
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gastricas por inibirem a biossintese de prostaglandinas (PGE;). J& 0 modelo de
Ulcera por estresse envolve mecanismos nervosos centrais, principalmente

hipotalamicos (GLAVIN e SZABO, 1992) .

3.5.1 Lesao gastrica induzida por etanol

Seis animais previamente pesados e identificados, em jejum de sélidos de 16
horas e com fornecimento livre de agua, foram tratados, exceto o controle, por via
oral (gavagem) (Figura 11), com os extratos (EA nas doses 0,1; 0,3 e 1g/kg e ECA
nas doses 0,1 e 0,3g/kg). Sessenta minutos apds os tratamentos, os animais
receberam etanol a 75% (1 mL/100g, v.0.). Uma hora ap6s a administragdo do
etanol, os animais foram mortos por anestesia etérea profunda e seus estdmagos
foram removidos e seccionados com tesoura ao longo da curvatura menor, lavados
com solucéo salina gelada e fixados em placas de isopor para exposicdo da mucosa
gastrica e avaliacao das les6es sob microscopico éptico (método de ROBERT et al.,
1979 ). O grau de lesdo géstrica foi quantificado considerando o numero total de
Ulceras e a média dos indices de lesdo determinados de acordo com o tipo de lesdo

€ a seguinte pontuacéo:



perda de pregas da mucosa ................. 1 ponto
descoloragdo da mucosa..........c..eeeeeeee. 1 ponto
edema

[EVE. ... 1 ponto
moderado........coooviiiiiiiiiiee 2 pontos
INTENSO. ... 3 pontos
hemorragia

@V ... 1 ponto
Moderada.........ccuvveveeeiiiiiiieeee e 2 pontos
INTENSA. ... 3 pontos

Numero de petéquias

leve (até 25% do estébmago).................. 1 ponto
moderado (até 50% do estbmago)........ 2 pontos
intenso (75% do estbmago ou mais)......3 pontos

Intensidade de ulceragao

Ulceras ou erosdes de até 1 mm ............. nx2 pontos
Ulceras ou erosdes maiores que 1 mm ...nx3 pontos
Ulcera perfurada.........ccccceeeiiiiiiiiineneeenes nx4 pontos

Perda de muco

MOAErada.........ocuvvveeeeeiiiiiiiee e 2 pontos

INTENSA.... e 3 pontos

67
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3.5.2 Lesao gastrica induzida por estresse

Camundongos albinos machos tratados mantidos em jejum de sélidos de 16
horas e com fornecimento de agua, foram tratados, exceto o controle, por via oral
(gavagem) (Figura 11), com os extratos mais o veiculo (EA nas doses 0,1; 0,3 e 1
g/kg e ECA nas doses 0,1 e 0,3 g/kg). Sessenta minutos apés os tratamentos, os
animais foram anestesiados com éter, imobilizados com fita crepe e colocados em
contensores individuais (Figura 12), e mantidos em camara fria (a 4° C) por 1 hora.
Ao final desse periodo, os animais foram liberados das amarras e sacrificados sob
anestesia etérea e seus estdbmagos foram removidos e seccionados com tesoura ao
longo da curvatura menor, lavados com solucdo salina gelada e fixados em placas
de isopor para exposicdo da mucosa gastrica e avaliacdo das lesdes sob
microscépico Optico. As avaliagcdes e determina¢des do numeros de Ulceras e indice

de lesdes foi realizado conforme ja descrito anteriormente no item 3.5.1.

3.3.3 Lesao gastrica induzida por indometacina

Camundongos albinos machos mantidos em jejum de sélidos de no minimo 16
horas e com fornecimento de agua, foram tratados, exceto o controle, por via oral
(gavagem) (Figura 11), com os extratos mais veiculo (EA nas doses 0,1; 0,3 e 1 g/kg
e ECA nas doses 0,1 e 0,3 g/kg). Apdés 1 hora todos os animais receberam
indometacina (30 mg/kg, s.c.). Apés 3 horas da administragdo da indometacina,
repetiu-se os tratamentos com os extratos. Apds outras 3 horas todos os animais
foram mortos por anestesia etérea profunda, seus estdmagos foram removidos e

seccionados com tesoura ao longo da curvatura menor, lavados com solug¢éo salina
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gelada e fixados em placas de isopor para exposicdo da mucosa gastrica e
avaliacao das lesdes sob microscopico optico (método de DUAHANGURI, 1979). As
avaliacoes e determinacdes do numero de Ulceras e indice de lesdes foram

realizadas conforme descrito no item 3.5.1.

Figura 11. Administracao dos extratos por gavagem

Figura 12. Exemplo de contensor individual utilizado no teste de ulceras
induzidas por estresse



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao dos marcadores isolados

4.1.1 Identificacao de LacA

A substancia isolada das fracoes 22-21 a 24 e 22-25 a 26, codificada como
LacA, apés purificacdo apresentou-se como cristais brancos na forma de agulhas e
teve seu ponto de fusdo entre 132,8-136,1° C. A substancia quando analisada em
CCD de fase normal no sistema DCM/éter etilico (7:3) apresentou um Rr igual a 0,68
e coloracdo alaranjada, quando revelada com solugdo de anisaldeido com

aquecimento.

Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura 13) (Tabela 5), observou-se sinais
com deslocamentos tipicos de hidrogénios de insaturagbes o 7,48 (dd), 6,30 (dd),

6,15 (dd) e 5,50 (d).

O sinal em dubleto observado em 6 4,66 foi atribuido ao hidrogénio ligado a
carbono ligado a oxigénio, que pode ser atribuido a presenca de um anel lacténico

na estrutura da substancia, por ter sido isolado de uma ambrosia.
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Os sinais observados em 6 1,20 (s) e 1,05 (d) foram atribuidos a hidrogénios de

metilas.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCl3) da substancia LacA .

H 5 (ppm) multiplicidade @ J(Hz) N deH
H-1 2,99 m - 1
H-2 7,48 ad 59;1,9 1
H-3 6,15 d 2,9 1
H-6 4,66 d 8,5 1
H-7 3,45 m - 1
H-8 2,24/1,90 m - 2
H-9 1,90/1,72 m - 2
H-10 2,43 m - 1
H-13 6,30 add 3,2;0,3 1

H-13 5,50 d 3,2 1
H-14 1,20 S - 3
H-15 1,05 d 7,4 3

Através da andlise dos espectros de RMN ' C (HBBD e DEPT135) (Figuras 14
e 15), observou-se a presenca de 15 carbonos, indicando possivelmente tratar-se de
um sesquiterpeno. Dos carbonos observados, 4 s&o carbonos quaternarios, 6

metinicos, 3 metilénicos e duas metilas (Tabela 6).

A presenca de um sinal em & 120,0, correspondente a um metileno (CHy),
indicou a presenca de uma ligacdo dupla exociclica (dupla terminal) muito comum

em lactonas sesquiterpénicas.

Os sinais observados em 6 170,4 (C), 138,2 ( C ), 120,0 (CHz) e 80,2 (CH),

caracterizou a presenca de um anel a-metileno-y-lactona. Por sua vez, os sinais em
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6 210,6 (C ), 131,2 (CH) e 163,2 (CH), evidenciaram a presen¢a de uma cetona o--

insaturada. Esses sinais sao caracteristicos de lactonas sesquiterpénicas.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN '® C (75 MHz,
CDClIs) da substancia LacA.

Carbono d (ppm) Multiplicidade d (ppm)

Literatura
C1 479 CH 47 4
Cc2 163,2 CH 163,4
C3 131,2 CH 130,9
C4 210,6 C 210,5
C5 56,2 C 56,0
C6 80,2 CH 80,1
Cc7 44,6 CH 445
C8 24,9 CH. 29,6
C9 29,8 CH> 24,7
C10 33,8 CH 33,7
Ci1 170,4 C 170,3
C12 138,2 C 138,0
C13 120,0 CH. 119,8
C14 17,2 CHs 17,4
C15 17,4 CHs 17,2

Para a definicado do esqueleto e atribuicdo dos hidrogénios e carbonos,
analisou-se os espectros de correlagdo 'H -'H (HOMOCOSY)(Figura 16), *C —'H
(J") (HETCOR) (Figura 17) e espectro de correlagdo '*C —'H a longa distancia (J* °)
(HMBC) (Figura 18), o que permitiu estabelecer as conectividades necessérias para

definir o esqueleto da estrutura (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7. Correlagdes 'H-'H (HOMOCOSY) e *C-'H (HETCOR) observadas nos

espectros da substancia LacA.

5 'H-'H (ppm) 5 3C-'H (ppm)
7,48-6,15 163,4-1,48
7,48-2,99 131,2-6,15
6,30-3,45 120,0-6,30
6,15-2,99 120,0-5,50
5,50-3,45 80,2-4,66
4,66-3,45 47,9-2,99
3,45-2,24 44,6-3,45
3,45-1,90 33,8-2,43
2,99-2,43 29,8-1,90
2,43-1,05 29,8-1,72
2,43-1,90 24,9-2,24
2,43-1,72 24,9-1,90
2,24-1,90 17,4-1,05
1,90-1,72 17,2-1,20

Tabela 8. Correlagdes °C -'H a longa distancia (J* ®) (HMBC) observadas para

LacA.
5 *C-'H (ppm) 5 *C-'H (ppm)
210,6 - 7,48 47,9 -1,20
210,6 - 6,15 47,9 - 1,05
210,6 - 4,66 44,6 - 4,66
170,4 - 6,30 446 - 2,24
170,4 - 5,50 44,6 - 1,90
170,4 - 4,66 33,8 -2,99
138,2 - 6,30 33,8-2,24
138,2-1,90 33,8-1,90
131,2-7,48 29,8 - 2,43
80,2 - 2,24 29,8 - 1,05
80,2 -1,90 24,9 -1,90
56,2 - 7,48 17,4 - 2,43
56,2 - 2,43 17,2 - 4,66
56,2 - 1,20 17,2 - 2,99
47,9-1,90
A partir das correlagbes observadas, procurou-se

estabelecer

as

conectividades C-C, através dos sinais tipicos correspondentes ao sistema o-B-

insaturado de cetona (6 210,6; 131,2 e 163,2). Foi entdo possivel atribuir o esqueleto

tipo pseudoguaianolideo com anel lactdnico entre os carbonos 6 e 7.
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Estdo apresentadas na Figura 19 algumas correlagées que definiram as
conectividades dos carbonos quaterndrios presentes na estrutura da substancia

LacA.

Figura19. Algumas correlacdes a longa distancia '*C-'H observadas no
espectro HMBC da substancia LacA.

A anadlise dos dados espectroscopicos permitiram a identificagdo da substancia
isolada como sendo a lactona sesquiterpénica ambrosina (Figura 20). A comparacao
dos dados da literatura (UGAZ, 1994) com os obtidos durante esse estudo
mostraram estar em acordo (Tabela 6). Foi possivel inclusive reatribuir os sinais dos

metilenos C8 e C9, assim como das metilas C14 e C15.
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Figura 20. Estrutura da lactona sesquiterpénica ambrosina

A ambrosina é um pseudoguaianolideo com propriedade moluscicida
comprovada por Shoeb e El Emam (1976) (GEERTS et al., 1991). Também séao
descritas atividades citotéxica e antitumoral da substancia (RODRIGUEZ et al.,
1976). A presencga dos grupo a-metileno-y-lactona foi associado como exigéncia
estrutural essencial de LS para a atividade antiulcerogénica (RODRIGUEZ et al.,
1996; GIORDANO et al.,, 1990). Esse é o primeiro relato de seu isolamento em A.

artemisiifolia.
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4.1.2.1dentificacao de LacB

A substancia isolada da fragcdo 22-20, codificada como LacB, apds purificacao
apresentou-se como cristais brancos na forma de estrelas e seu ponto de fuséo foi
observado entre 94,6-106,5 °C. Na andlise em CCD de fase normal a substancia
apresentou Rg igual a 0,62, quando eluida em sistema DCM/Acetona (85:15) e

coloracao amarela, quando revelada com solucao de anisaldeido com aquecimento.

Na andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 21), cujos dados estdo
apresentados na Tabela 9, observou-se sinais tipicos de hidrogénios ligados a

insaturagcdes em d 6,27 (d) e 5,54 (d).

Novamente o sinal observado em & 4,54, em dubleto, foi atribuido a hidrogénio
ligado a carbono ligado a oxigénio, o que sugere a presenca de um anel lactdnico na
estrutura. Os sinais em 6 1,08 (s) e 1,07 (d) foram atribuidos a presenca de duas

metilas.

Tabela 9. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCl3) da substancia LacB.

H 5 (ppm) multiplicidade @ J(Hz) N deH
H-1 2,53 m - 1
H-2 1,86/1,74 m - 2
H-3 2,47 m - 2
H-6 4,54 d 8,7 1
H-7 3,31 m - 1
H-8 1,86/2,08 m 2
H-9 1,86/2,08 m - 2
H-10 2,24 m - 1
H-13 6,27/5,54 d 3,2;2,9 2
H-14 1,08 S - 3
H-15 1,07 d - 3
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A andlise dos espectros de RMN ' C (HBBD e DEPT135) (Figuras 22 e 23), da
substancia LacB, evidenciou-se a presenca de 15 carbonos, indicando tratar-se
novamente de um sesquiterpeno. Foram observados 4 carbonos quaternarios, 4
metinicos, 5 metilénicos e 2 metilicos. Em comparagdo com LacA, observou-se uma

diminuicao de carbonos metinicos e aumento de carbonos metilénicos (Tabela 10).

Novamente observou-se a presenca de um sinal em 6 120,8, correspondente a
um metileno (CH.), indicando a presenca de dupla ligacdo exociclica (dupla

terminal).

Os sinais observados em 6 170,2 (C), 139,7 ( C ), 120,8 (CHz) e 81,8 (CH),

caracterizou também a presencga de um anel a-metileno-y-lactona.

Observou-se também a presenca de um sinal correspondente a carbono
carbonilico de cetona 6 218,8 (C), contudo sem presengca de uma dupla ligagdo
conjugada.

Tabela 10. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN ® C (75 MHz,

CDClIs) da substancia LacB.
Carbono d (ppm) multiplicidade d (ppm)

Literatura
C1 46,2 CH 47 .4
G2 33,5 CH. 163,4
C3 36,1 CH. 130,9
C4 218,8 C 210,5
C5 55,0 C 56,0
C6 81,8 CH 80,1
C7 445 CH 445
C8 25,8 CH. 29,6
C9 24,0 CH> 24,7
C10 34,4 CH 33,7
C11 170,2 C 170,3
C12 139,7 C 138,0
C13 120,8 CH> 119,8
C14 13,8 CHs 17,4

C15 15,9 CHs 17,2
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Novamente para confirmacdo das atribuicdes, analisou-se o0s espectros de
correlacdo 'H -'H (HOMOCOSY) (Figura 24) e *C —'H (HETCOR) (Figura 25) e
espectro de correlagdo '*C —'H a longa distancia (HMBC) (Figuras 26), permitindo
estabelecer as conectividades necessarias para definir o esqueleto da estrutura e

realizar a atribuicao dos hidrogénios e carbonos.

Os dados observados nas andlise dos espectros de correlagdo de 'H -'H
(HOMOCOSY) e *C -'H (J') (HETCOR) e espectro de correlagdo *C —'H & longa

distancia (J* ) (HMBC) estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Iniciou-se o estabelecimento de conectividades C-C, a partir do carbono com &
81,8 e hidrogénio & 4,54, tipico de anel lactbnico. Através das correlagoes
observadas nos espectros citados foi possivel atribuir os carbonos C7, C8, C9, C10,
C15, C1, C2 e C3 e seus respectivos hidrogénios, evidenciando novamente um
esqueleto do tipo pseudoguainolideo, com anel na posicdo 6,7 cuja estrutura

corresponde a LS, ja previamente isolada em outra espécie, damsina (Figura 28).

Tabela 11. Correlagdes 'H-'H (HOMOCOSY) e *C-'H (HETCOR) observadas nos
espectros da substancia LacB.

5 '"H-'H (ppm) 5 3C-'H (ppm)
6,27-3,31 120,8-6,27
5,54-3,31 120,8-5,54
4,53-3,31 81,8-4,54
3,31-2,08 46,2-2,53
3,31-1,86 46,2-2,47
2,47-2,25 44 5-3,31
2,47-2,08 36,1-2,47
2,25-2,08 34,4-2,24
2,25-1,86 33,5-1,86
2,25-1,07 33,5-1,72

25,8-2,08
25,8-1,86
24,0-2,08
24,0-1,86
15,9-1,07
13,8-1,08




Tabela 12. Correlagdes °C -'H 4 longa distancia (J* ®) (HMBC) observadas para

LacB.

5 3C-'H (ppm)

5 °C-'H (ppm)

218,8 - 4,54
218,8 - 2,53
218,8 - 2,47
218,8 - 1,86
218,8-1,08
170,2 - 6,27
170,2 - 5,54
170,2 - 4,54
139,7 - 6,27
81,8-2,08
81,8-1,08
55,0- 1,86
55,0 - 1,08
46,2 - 2,47

46,2 - 2,08
46,2 -1,74
46,2 -1,08
44,5 - 6,27
44,5 - 5,54
44,5 - 4,54
36,1 - 1,86
36,1-1,74
34,4 - 2,08
34,4 - 1,07
25,8 - 4,54
25,8 - 1,86
24,0 - 2,08

85

As correlagdes observadas no espectro de de correlagdo '*C-'H a longa

distancia (HMBC) para alguns carbonos quaternarios estao apresentadas na Figura

27.

Figura 27. Algumas correlacdes a longa distancia '*C-'H observadas no

espectro HMBC da substancia LacB.
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Foram utilizados os dados da literatura da substancia ambrosina (UGAZ, 1994),
pela semelhanca da estrutura com a damsina, para comparacdo com os dados
obtidos durante esse estudo para LacB. Os dados comparados estavam de acordo
diferindo apenas nos carbonos C2 e C3 devido a auséncia da ligacao dupla
conjugada a carbono carbonilico de cetona na estrutura da damsina, € que esta

presente na estrutura da ambrosina.

Figura 28. Estrutura da lactona sesquiterpénica damsina

A damsina também é um pseudoguaianolideo com propriedade moluscicida
comprovada por Shoeb e El Emam (1976) (GEERTS et al, 1991). Também séao
descritas atividades citotéxica e antitumoral da substancia (RODRIGUEZ et al.,
1976). A lactona sesquiterpénica damsina também possui em sua estrutura o grupo
funcional a-metileno-y-lactona. Esse é o primeiro relato do seu isolamento de A.

artemisiifolia.
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4.1.3. Identificacao de Lac C

A fracao 92-3/C1, codificada como LacC, apds sua purificacdo apresentou-se
sobre a forma de um solido branco, caracteristico de LS. Na andlise de CCD em fase
normal, a substancia apresentou um Rr de 0,58, quando eluida em sistema
DCM/Acetona (95:5) e apresentando coloragédo alaranjada escura quando revelada

com solucao de anisaldeido apds aquecimento.

Foi obtido um espectro de RMN de 'H (200 MHz) (Figura 29), onde os dados
obtidos estdo apresentados na Tabela 13. A substéncia no decorrer das analises
degradou-se, fato esse que pode ser confirmado posteriormente por andlises em
CCD e CLAE (Figura 43).Tal fato impossibilitou a realizagdo de outras analises

espectroscopicos necessarias para a sua identificacao.

Tabela 13. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H (200
MHz, CDCls3) da substancia LacC.

d (ppm) multiplicidade J (Hz) N de H
6,26 d 3,5 1
5,97 s - 1
5,53 d 3,1 1
4,42 d 8,8 1
3,28 m - 1
3,10 s - 1
2,94 d 5,7 2
2,88 t 3,1 2
2,75 d 2,2 1
2,05 m - 3
1,76 m - 3

Contudo p6de-se observar alguns sinais tipicos de LS como & 4,42 em dubleto,
que indica a presenca de anel lactbénico, & 6,26 (d) e 5,97 que correspondem
presenca de insaturagdes. Esses sinais indicam que a substancia LacC trata-se de

uma outra LS.
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4.1.4. Identificacao de Lac D (14-14 a 16)

A substancia isolada da fragdo 14-14-16, codificada como LacD, apos

purificagdo apresentou-se também como um soélido branco.

Na andlise de CCD de fase reversa, utilizando o sistema de eluicaio ACN/H>O
(9:1), a substancia apresentou Rr igual a 0,42 e coloracdo roxa quando revelada
com solucdo de anisaldeido sob aquecimento. Em andlise de CCD de fase normal
utilizando sistema de eluicao DCM/éter (95:5), a substancia apresentou um Rg de
0,69 e coloragao roxa mais clara, quando revelada com solugédo de anisaldeido sob

aquecimento.

Foram obtidos espectros de RMN de 'H e de '*C (Figuras 30 e 31), onde pdde-
se observar que a amostra ndo se encontrava pura. No entanto, observou-se a
presenca no espectro de RMN de 'H de duas metilas em dubleto de 6,6 Hz (5 1,06 e
0,96) indicando tratar-se de um grupo iso-propila, além de sinais referentes a

insaturagdes (6 8,00, 6 6,93, 6 5,51 e § 5,30) e metoxila (6 3,87).

Observou-se também a presenca de um grupo carboxi-metila, devido aos sinais

§165,9 (C) e & 55,5 (CHs ).

Os dados obtidos (Tabelas 14 e 15) ndo permitiram apresentar uma proposta
estrutural a substancia, devido a sua pureza. Contudo os dados indicam nao se

tratar de uma LS.
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCls3) da substancia LacD.

3 (ppm) multiplicidade  J (Hz) N deH
8,00 d 8,8 2
6,93 d 9,2 2
5,51 d 6,6 1
5,30 d 6,6 1
3,87 S - 3
2,40 m - 1
2,36 m - 1
2,30 m - 1
2,15 m - 1
2,05 m - 1
1,85 m - 1
1,70 ) - 3
1,70 m - 1
1,65 m - 1
1,55 m - 1
1,45 m - 1
1,07 S ] 5
1,06 d 6,6 3
0,96 d 6,6 3

Tabela 15. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN " C (75 MHz,
CDCls) da substancia LacD.

d (ppm) multiplicidade
165,9 C
163,3 C
131,5 CH
123,2 CH
121,8 C
113,7 CH
83,3 C
77,9 CH
55,5 CH
53,6 C
36,1 CHz
35,6 CHz
30,3 CHz
26,7 CH
25,8 CHs
24,8 CH:
24,6 CHs
22,8 CHs

21,3 CHs
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4.2, Analise dos marcadores isolados

O uso de uma planta medicinal como matéria-prima para elaboracdao de um
fitoterapico, requer estudos prévios cientificos que disponibilizem conhecimentos que
possam caracterizar parametros para a avaliacdo da eficacia e seguranca de seu
uso. Assim como parametros para 0 monitoramento de reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Essa fundamentagéo para o desenvolvimento de um
produto fitoterapico propriamente dito, o diferencia das plantas medicinais e das

preparagdes utilizadas na medicina popular.

Os componentes ou classe de componentes quimicos presentes na matéria-
prima vegetal, preferencialmente o préprio principio ativo, e que tenha correlacao
com o efeito terapéutico do fitoterapico, sdo denominados marcadores quimicos.
Esses séo utilizados como referéncia no controle de qualidade da matéria-prima

vegetal e dos medicamentos fitoterapicos originados da mesma (RDC 48, 2004).

Portanto, os marcadores isolados nesse estudo podem ser parametros
importantes para o controle de qualidade da espécie estudada e parte fundamental

para o desenvolvimento de um fitoterapico.

Estudos anteriores realizados com a espécie A. artemisiifolia (STEFANOVIC,
ALJANCICSOLAJA & MILOSAVIJEVIC, 1986; PORTER & MABRY, 1968; PORTER
et al, 1969; STEFANOVIC, 1987; RASZEJA & GILL, 1997), descreveram o
isolamento de diferentes LS, a partir de individuos coletados em diferentes

localidades geograficas.
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Neste estudo chegou-se também ao isolamento de LS n&o descritas

anteriormente. Portanto procurou-se realizar 0 monitoramento da presenca dessas

LS em outros individuos coletados em diferentes localidades na Amazonia.

Esse monitoramento foi realizado por CLAE, nos extratos ECA e EA, visando

avaliar a variabilidade entre eles, em relacdo as LS isoladas.

4.2.1. Individuos coletados

Os individuos foram coletados em diferentes localidades na regiao Norte

(Figura 33), procurando sempre confirmar informagdes do uso da planta na

localidade da coleta.
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Figura 33. Destaque do mapa da regidao amazonica, mostrando as areas de

coleta dos individuos (IBGE, 2002).
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Tabela 16. Teor extrativo dos individuos estudados

serragem EA Serragem Ext.CHCIs Ext.MeOH
Coletas Data da (9) Ext.Aquoso (9)
coleta Massa Teor Massa Teor Massa Teor
((¢)) % (9) % (9) %
Iranduba (AM) 04/05/03 60 12,60 20,90 314,00 16,40 5,20 11,36 3,62
Juruti (PA) 27/07/03 60 9,10 15,17 387,30 14,60 3,77 15,51 4,00
Manaus (AM) 27/02/04 60 9,80 16,33 302,00 13,70 3,40 26,35 8,72
ltacoatiar (AM)  03/08/04 60 14,69 24,50 392,30 1450 3,70 27,04 6,89

Através da analise do grafico dos teores dos extratos aquosos obtidos
(Figura 34), observou-se que o individuo coletado em Itacoatiara, apresentou o
maior valor extrativo. Esse individuo foi coletado numa fase de crescimento em que
0 mesmo apresentava somente folhas. Os individuos os quais apresentavam grande
quantidade de flores e inflorescéncia (Juruti e Manaus) apresentaram teores de EA
similares e o individuo coletado em Iranduba apresentou valor de teor de extrato EA
um pouco mais alto que pode ser explicado pelo fato do mesmo apresentar estagio

de crescimento intermediario entre os individuos (Tabela 16).
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Teores de EA

30 1

25 -

20 1

Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara
Individuos

Figura 34. Grafico dos teores (g/g) de extrato aquoso (EA) dos individuos
estudados.

Como o material vegetal foi constituido de partes aéreas, a fase de
crescimento dos individuos coletados, considerando a presenga de folhas, flores e
inflorescéncias, pode ser o fator responsavel pelo teor extrativo dos individuos

estudados.
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Na avaliagcdo do grafico do valor do teor obtido de extrato cloroférmico (Figura
35), observou-se valores mais similares (Tabela 17) dos extratos obtidos a partir das
partes aéreas dos individuos em estudo. Porém, observou-se uma pequena variagao

do valor do teor de extrato do individuo coletado em Iranduba.

Teores de Ext.CHCI,

6,00

5,00

1,00 A

0,00

Iranduba Juruti Manaus ltacoatiara

Individuos

Figura 36. Grafico dos teores (g/g) de extrato cloroférmico dos individuos
estudados.

No gréfico de rendimento do extrato ECA (Figura 36) observou-se que o0s
valores obtidos no processo de eliminagdo de clorofila dos extratos cloroférmicos
(Ext.CHCI3), foram bem similares entre si, obtendo-se cerca de 8 g de massa de

extrato ECA de cada individuo em estudo (Tabela 17).



Tabela 17. Rendimento do extrato livre de clorofila (ECA)

3,00

Rendimento (%)

0,50

0,00

Datas da Peso ECA
Coletas coleta Seco de Massa Rendimento
serragem (9) %
(9)
Iranduba (AM) 04/05/03 314,00 8,60 2,74
Juruti (PA) 27/07/03 387,30 8,80 2,27
Manaus (AM) 27/02/04 302,00 8,20 2,72
Itacoatiara (AM) 03/08/04 392,30 8,20 2,09
Rendimento de ECA
Iranduba Juruti Manaus ltacoatiara
Individuos
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Figura 36. Grafico dos rendimentos (g/g) de extrato cloroformico livre de

clorofila (ECA) dos individuos estudados.

4.2.2 Comparacao dos perfis cromatograficos dos individuos estudados

os perfis cromatograficos em 254 e 225 nm (Figura 37), obtidos das analises

dos individuos estudados, observou-se tanto nos extratos ECA como nos extratos

EA, principalmente os mesmos constituintes quimicos, havendo apenas variagdo na



concentragao

presentes.

dos mesmos. Observou-se uma boa separacao entre
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Figura 37. Perfis cromatograficos dos diferentes individuos de A.artemisiifolia
analisados por CLAE, no extrato ECA em 254 nm (esquerda) e 225 nm (direita).
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Através da coinjecdo das substancias isoladas com o extrato ECA (4° coleta)
(cromatogramas das Figuras 38, 39, 40 e 41), foi possivel observar o aumento da
intensidade dos picos correspondentes a cada marcador isolado, confirmando-se e
identificando-se a presenca de cada marcador no extrato analisado com tempos de
retencao médios de 13,4 min para LacA, 16,6 min para LacB, 19,3 min para LacC

e 23,7 para LacD.

254 nm 225 nm

Detector A- 1 (254nm) Detector A- 2 (225nm)
4a. coleta - ECA-4 08| — 4a.coleta-ECA-4
2HBGV_ECA_43_A_II 2HBGV_ECA_43_A Il
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0,050,

0025

0,000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

MMMMM
" Fragdo ECA

Detector A-1(254nm) 10 Detector A -2 (225nm)

010
— coeluigao Lac Ae ECA43 — coeluigao Lac Ae ECA-43
LacA_ECA43b LacA_ECA43b
o 08

Figura 38. Perfis cromatograficos daragfaoragéo ECA (4° coleta) e o de coinjecdo da
substancia LacA com o extrato ECA (4% coleta) de A. artemisiifolia analisados
por CLAE (254 e 225 nm).
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Figura 39. Perfis cromatograficos da fracao ECA (42 coleta) e o de coinjecdo da
substancia LacB com o extrato ECA (4? coleta) de A. artemisiifolia analisados
por CLAE em (254 e 225 nm).
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Figura 40. Perfis cromatograficos da fracao ECA (42 coleta) e o de coinjecdo da
substancia LacC com o extrato ECA (4° coleta) de A. artemisiifolia analisados
por CLAE em (254 e 225 nm).
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254 nm 225 nm

Detector A-1 (254nm) Detector A- 2 (225nm)

4a. coleta - ECA-4
2HBGV_ECA_43_A_lll

4a. coleta - ECA-4
2HBGV_ECA 43_A Il
0125
0.100
£ oors s

0,050

0025 L\\
0,000
0 2 4 3 s 0 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 3 s 1 12 14 16 18 20 2 24
Fragdo ECA
Detector A-1(254nm) 0,30 Detector A-2 (225nm)
— coelui¢do Lac D e ECA-43 — coelui¢do Lac D e ECA-43
LacD_ECA43 m LacD_ECA43
0zs
+LacD

Fragao ECA + LacD

Figura 41. Perfis cromatograficos da fracao ECA (4% coleta) e o de coinjecdo da
substancia LacD com o extrato ECA (4° coleta) de A. artemisiifolia analisados
por CLAE em (254 e 225 nm).

O método utilizado para analise por CLAE dos marcadores isolados nos

diferentes individuos coletados, mostrou-se adequado para a separacdo dos

marcadores LacA, LacB e LacC, apresentando boa reprodutibilidade nas analises.

No caso do marcador LacD, devido a presenca de constituintes com tempos de
retencao muito préximo a LacD, que se encontravam presentes no extrato analisado,

n&o se observou boa separacao.

Nos perfis cromatograficos em 254 nm e 225 nm dos extratos ECA dos
diferentes individuos estudados, observou-se como constituintes majoritarios os

proprios marcadores LacA, LacB, LacC e LacD isolados.
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Observou-se, também, através da analise dos cromatogramas dos extratos
ECA e EA dos diferentes individuos estudados, uma melhor absorcdo dos
marcadores LacA, LacB e LacC no comprimento de onda de 225 nm, normalmente
observado para outras LS (MERFORT, 2002). No entanto, o marcador LacD

apresentou melhor absorcdo em 254 nm como pode ser observado na Figura 41.

Apo6s o tratamento por Seppak de fase reversa das amostras de extrato
aquoso foi possivel observar a presenga dos marcadores isolados em todos os
extratos obtidos, a partir das partes aéreas dos individuos estudados (Figura 42). A
substancia LacD apresentou-se como um pico minoritario em todos as amostras de
extrato EA analisadas, provavelmente por sua menor lipofilicidade e

consequentemente menor solubilidade em agua.
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Figura 42. Perfis cromatograficos dos diferentes individuos de A. artemisiifolia
analisados por CLAE das fracoes EA em 254 nm (esquerda) e 225 nm (direita).
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4.2.2 Analise semi-quantitativa dos marcadores isolados

4.2.2.1 Andlise de pureza dos marcadores

Processos de quantificacdo normalmente sdo dependentes da disponibilidade

de padrdes preferencialmente puros.

Através da andlise por CLAE das solugdes preparadas dos respectivos
marcadores isolados, foi possivel avaliar a pureza dos mesmos. Observou-se que a
substancia LacA, identificada como sendo a ambrosina, apresentou boa pureza no
valor de 95,4% A (254 nm) e 95 % A (225 nm). A substéncia LacB, identificada como
sendo a damsina, apresentou pureza de 78,4 %A (254 nm) e 88,7 %A (225 nm),
enquanto LacD de 96,0%A (254 nm) e 55%A (225 nm). Os cromatogramas de

analise de pureza das substancias estdo apresentados na Figura 43.

A substancia LacC quando analisada em CCD de fase normal e fase reversa,
logo depois de seu isolamento apresentou boa pureza, mas quando analisada por
CLAE, depois de algum periodo apresentou-se impura, como pode ser observado
no cromatograma apresentado na Figura 43. Dos marcadores isolados a substancia
LacC demonstrou ser a mais instavel. O espectro de RMN 'H evidenciou sinais
tipicos de LS e sabe-se que essa classe de substancia pode sofrer degradacdes

(MERFORT, 2002).
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4.2.3.2 Analise semi-quantitativa de LacA, LacB e LacD

Estudos de quantificacdo de LS, normalmente sao realizados por CLAE, uma
vez que LS sdo muitas vezes termoinstaveis, impedindo a sua quantificagdo por

cromatografia gasosa (MERFORT, 2002).

Portanto, a quantificacdo dos marcadores foi realizada pelo método do padrao

externo por CLAE.

Inicialmente realizou-se a injecdo das solu¢des dos extratos ECA e EA, em
triplicata, para verificar o intervalo de concentragdo dos marcadores isolados
presentes nesses extratos (Tabelas 18 a 25). Em seguida, solugbes de
concentragdes diferentes, preparadas a partir dos marcadores LacA, LacB e LacD,
foram injetadas em duplicada. A partir dos resultados de areas médias obtidos
(Tabelas 26, 27 e 28), construiu-se as curvas para cada um dos marcadores. As
concentracdes das solugdes padroes injetadas, abrangiam as concentragdes médias
observadas para os respectivos marcadores nos extratos ECA  analisados
previamente. As quantificacdes de cada marcador nos diferentes extratos foi obtida

por extrapolacao.



Tabela 18. Resultados médios dos marcadores no extrato ECA (12 coleta)

Iranduba (AM)
04/ 05/ 03

Area (254 nm) Area (225 nm)

Marcadores Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)

LacA 769451 5696 0,74 7378528 188715 2,56
LacB 185688 3350 1,80 3652320 45328 1,24
LacD 714319 16161 2,26 97824 3318 3,39

Tabela 19. Resultados médios dos marcadores no extrato ECA (22 coleta)

Juruti (PA)
27/ 07/ 03

Area (254 nm) Area (225 nm)

Marcadores Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)

LacA 77216 250 0,32 825321 62163 7,53
LacB 247500 403 0,16 4648873 35642 0,77
LacD 778237 16596 2,13 77801 3903 5,02

Tabela 20. Resultados médios dos marcadores no extrato ECA (32 coleta)

Manaus (AM)
27/ 02/ 04

Area (254 nm) Area (225 nm)

Marcadores  Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)

LacA 1425715 16876 1,18 13632491 78055 0,57
LacB 238834 3459 1,45 4461642 53088 1,19
LacD 1152870 4187 0,36 389889 12393 3,18

Tabela 21. Resultados médios dos marcadores no extrato ECA (42 coleta)

Itacotiara (AM)
03/ 08/ 04
Area (254 nm) Area (225 nm)
Marcadores Média DP Erro(%) Meédia DP Erro (%)
LacA 1652846 7095 0,43 15860958 15751 0,10
LacB 327271 1446 0,44 6232327 6788 0,11
LacD 1022057 25637 2,51 121127 1618 1,34

Tabela 22. Resultados médios dos marcadores no extrato EA (12 coleta)
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Iranduba (AM)

04/ 05/ 03
Area (254 nm) Area (225 nm)
Marcadores Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)
LacA 12644 121 0,96 170821 5570 3,26
LacB 22801 327 1,43 423699 7254 1,71
LacD 3825 827 21,63 13292 2629 19,80

Tabela 23. Resultados médios dos marcadores no extrato EA (22 coleta)

Juruti (PA)
27/ 07/ 03

Area (254 nm) Area (225 nm)

Marcadores Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)

LacA 30663 248 0,81 257550 17582 6,83
LacB 5176 197 3,80 73674 5623 7,63
LacD 3955 734 18,55 7864 2779 35,33

Tabela 24. Resultados médios dos marcadores no extrato EA (3% coleta)

Manaus (AM)

27/ 02/ 04
Area (254 nm) Area (225 nm)
Marcadores  Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)
LacA 184331 3529 1,91 1743929 31894 1,83
LacB 25439 534 2,10 486685 8784 1,80
LacD 2955 118 3,99 6827 378 5,53

Tabela 25. Resultados médios dos marcadores no extrato EA (4% coleta)

Itacoatiara (AM)
03/ 08/ 04
Area (254 nm) Area (225 nm)
Marcadores Média DP Erro(%) Meédia DP Erro (%)
LacA 41678 1445 3,47 400017 10709 2,68
LacB 5897 178 3,01 119445 5029 4,21

LacD 2650 359 13,6 8644 262 3,03
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Curva de calibracao da lactona A a 254 nm

y = 6503996,6451 X
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Curva de calibracado da lactona A a 225 nm
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R? = 0,9996
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Figura 44. Curva de calibracao de LacA em 254 e 225 nm

Tabela 26. Resultados médios obtidos das solucbes padrées de LacA.

LacA Area (254 nm) Area (225 nm)
(mg/mL)
Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)
0,1111 718308 20230 2,82 6685035 179107 2,68
0,0370 251649 2541 1,01 2325385 23465 1,01
0,0123 86356 2708 3,14 790797 28067 3,55
0,0041 29404 360 1,22 266302 2244 0,84
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Curva de calibracao Lactona B a 254 nm
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Figura 45. Curvas de calibragao de LacB em 254 e 225nm

Tabela 27. Resultados médios obtidos das solucdes padrbes de LacB

LacB Area (254 nm) Area (225 nm)
(mg/mL)
Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)
0,1250 255927 2311 0,90 5017922 71284 1,42
0,0625 133005 3716 2,79 2621287 65721 2,51
0,0313 63700 578 0,91 1249281 9949 0,80

0,0156 33345 1399 4,19 657411 34425 5,24
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Curva de calibracao da Lactona D a 254 nm
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Figura 46. Curva de calibracao de LacD em 254 e 225 nm

Tabela 28. Resultados médios obtidos das solucbes padrbes de LacD.

LacD Area (254 nm) Area (225 nm)
(mg/mL)
Média DP Erro (%) Média DP Erro (%)
0,2500 1808145 788 0,04 235754 910 0,39
0,1250 895470 38629 4,31 117298 4381 3,74
0,0625 455586 16987 3,73 60588 1970 3,25

0,0311 231906 1028 0,44 31669 941 2,97
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Os coeficientes de correlagao obtidos em todas as curvas de calibragdo, foram
muito proximos de 1, o que demonstrou uma boa linearidade para cada uma das
curvas obtidas, possibilitando uma confiavel quantificacdo das concentracdes dos
marcadores nos extrados analisados. Observou-se também, que o erros resultantes
das injecbes das solugbes para construgcdo das curvas foram quase sempre

inferiores a 5 % (Tabelas 26, 27 e 28).

Os erros obtidos entre as inje¢cdes das solugbes dos extratos ECA, foram

todos inferiores a 5%, o que demonstra um boa reprodutibilidade das injegdes.

No extrato EA também foi observado para os valores de area média dos
marcadores LacA e LacB, todos os erros inferiores a 5 % (Tabelas 22 a 25). No
entanto, para o marcador LacD observou-se valores mais altos, 0 que novamente
pode ser explicado devido a interferéncia de constituintes (impurezas) que estdo
presentes no extrato e que apresentam valores de tempo de retencdo muito

proximos a LacD.
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Tabela 29. Resultados das concentragdes dos marcadores no extrato ECA

Média da concentracao

(ng/ mL)
Marcadores (254 nm) (225 nm)
Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara | Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara
LacA 114,0 9,5 209,0 238,0 114,0 9,5 209,0 247,0
LacB 70,6 941 86,2 152,0 87,8 97,6 97,6 133,1
LacD 96,0 105,6 153,6 134,4 55,0 44,0 225,5 71,5

Tabela 30. Resultados das concentragcdes dos marcadores no extrato EA

Média da concentracao

(ng/ mL)
Marcadores (254 nm) (225 nm)
Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara | Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara
LacA 1,9 45 26,9 6,1 29 27,4 6,3
LacB 8,6 2,0 9,6 2,2 9,3 10,6 2,6
LacD 0,1 0,6 0,4 0,4 7,70 4.0 5.1

Na quantificagdo do marcador LacD observou-se uma variacdo grande dos

valores obtidos nas regressdes observados a 225 e 254 nm, fator que pode ser

atribuido a impureza do padréo. Portanto, para uma melhor quantificagéao utilizou-se

apenas os resultados a 254 nm, uma vez que as impurezas presentes absorviam

pouco nesse comprimento de onda, enquanto que LacD possui forte absor¢cao no

mesmo.
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Concentracao dos marcadores no extrato ECA
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Figura 47. Grafico da concentracao dos marcadores quimicos na fracao ECA
(254 nm).

Através da analise do grafico (Figura 47) e dos valores obtidos na semi-
quantificacdo dos marcadores no extrato cloroférmico livre de clorofila (ECA), foi
possivel verificar que nos individuos estudados o que apresentou maior
concentracdo de LacA foi aquele coletado em Itacoatiara. Esse individuo
apresentava apenas folhas e caules (talos) e portanto idade diferente dos demais.
No entanto, o individuo coletado em Juruti (PA) apresentou uma concentracao de
LacA muito pequena, em relagdo aos demais estudados e, no momento da coleta, o

mesmo encontrava-se com poucas inflorescéncias.
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Ja LacB nos 4 individuos estudados apresentaram variacdes bem menores

no extrato ECA analisados.

Os valores obtidos para LacD nos extratos ECA mostraram-se relativamente

semelhantes, quando analisados os valores obtidos a 254 nm.

Concentracao dos marcadores no extrato EA
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£ OLacA
g 150 OlacB
2 OLacD
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o
[}

5,0

Iranduba Juruti Manaus Itacoatiara

Individuos

Figura 48. Grafico da concentracao dos marcadores quimicos no extrato EA
(254 nm).
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Nos extratos aquosos (Figura 48) dos 4 individuos analisados, observou-se
que o extrato preparado a partir do individuo coletado em Manaus, apresentou a
maior concentracdo de LacA, enquanto os demais apresentaram concentracoes
bem inferiores. Os individuos coletados em Iranduba e Manaus apresentaram
concentracdes de LacB semelhantes. Observou-se também, que o0s extratos
aquosos dos quatro individuos apresentaram concentracbes de LacD muito
pequenas, em relagdo a concentracdo dos demais marcadores, provavelmente por

sua menor polaridade e solubilidade em agua.

Novamente observou-se que nos extratos aquosos, os marcadores LacA

(ambrosina) e LacB (damsina) sdo os componentes majoritarios.

A variabilidade da concentracdo dos marcadores no extrato EA, pode ser
explicada pelo fato de que os extratos liofilizados sdo muito higroscépicos, fato que

pode ter influenciado na preparagéo das solugdes analisadas.

Os resultados aqui apresentados demonstram uma grande variabilidade dos
marcadores isolados nos individuos estudados, em todos extratos analisados. Essa
variabilidade pode representar uma dificuldade na padronizacédo dessa planta como

um fitoterapico.
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4.3 Analise dos 6leos nos diferentes individuos

4.3.1 Oleos obtidos

Os oOleos obtidos dos quatro individuos apresentaram caracteristicas

organolépticas semelhantes, ou seja, cor amarelada e odor forte desagradavel.

O individuo coletado em Manaus, durante o més de abril, apresentou o maior
teor de Oleo extraido por hidrodestilacdo e o individuo coletado em Itacoatiara
agosto de 2004 apresentou o menor teor de extracdo. Essas diferencas
apresentadas nos teores de O6leo de cada individuo (Tabela 31) podem ser

explicadas pela diferenga de fase de crescimentos dos mesmos.

Observou-se que os individuos que apresentavam flores e inflorescéncia,
coletados em Iranduba, Juruti e Manaus, apresentaram teor de 6leo essencial mais
altos, em comparacdo com individuo coletado em Itacoatiara; que apresentava

somente folhas e talos (Figura 49).

Em estudo anterior, comparando os teores dos compostos dos 6leos essenciais
da flor e folha de A. artemisiifolia , de individuos coletados na regido, observou-se
que a maior concentracdo de compostos estavam presentes nas flores (SANTOS,

2000).



Tabela 31. Teor extrativo de 6éleo dos individuos estudados

126

Coletas Data Massa de Oleos
serragem Seco Teor
(9) (mg) (%) (9/9)
Iranduba (AM) 04/05/03 40 1114 0,28
Juruti (PA) 27/07/03 40 93,1 0,23
Manaus (AM) 27/02/04 40 154,7 0,39
Itacoatiara (AM) 03/08/04 40 18,7 0,05

Teor (%)

Iranduba Juruti

Manaus
Individuos

Itacoatiara

Figura 49. Grafico da variacao do teor de 6leo essencial
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4.3.2 Analise qualitativa dos 6leos

Muitos constituintes de 6leos essenciais quando analisados por cromatografia
acoplado a espectrometro de massa, podem apresentar espectros idénticos, fato
que pode ser explicado devido a similaridades das estruturas, ou devido aos varios
fragmentos e rearranjos ocorridos apdés a ionizacdo dos constituintes (DAVIES,
1990). Essas caracteristicas estdo presentes nos terpenos, predominantes em
espécies de Ambrosia (SANTOS, 2000). Frequentemente para complementar os
dados espectrais de massas em uma analise de 6leo essencial € utilizada a andlise
por cromatografia gasosa em duas colunas de polaridades substancialmente
diferentes (apolar e polar) procedendo a identificagdo de substancias baseadas na

comparacgao de indices de retencao (Kévats) (DAVIES, 1990).

O perfil cromatografico dos 6leos analisados em CG e CG-EM dos individuos
coletados em Iranduba, Juriti e Manaus sdo semelhantes, apresentando os mesmos
picos majoritarios comuns (Figuras 50 e 51), com diferengcas apenas na proporgao

dos constituintes.

Os dados de tempo de retencdo e indices de Kovats obtidos das substancias
identificadas no 6leo dos individuos estudados estdo relatados nas Tabelas 32, 33,

34 e 35.
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O individuo coletado em Iranduba apresentou como constituintes majoritarios
principais a crisantenona (7,62%), o Ar-curcumeno (21,02%) e o espatulenol
(8,07%), somando 36,71% do 6leo. O individuo coletado em Juruti apresentou como
constituintes majoritarios o acetato de bornila (10,15%), Ar-curcumeno (17,24%) e
espatulenol (8,29%) somando 35,68%. No individuo coletado em Manaus os
majoritarios foram o Ar-curcumeno (27,64), B-bisaboleno (10,78%) e espatulenol

(22,30%) somando 60,72% do 6leo.

O individuo coletado em Itacoatiara, apresentou um perfil cromatografico
diferente dos demais individuos (Figuras 50 e 51). Isso pode ser explicado devido ao
fato de que no momento da coleta, o individuo ndo apresentava flores e

inflorescéncia, mas sim somente folhas e talos.

Foi observado através da area percentual dos picos correspondente a cada
substancia identificada nos 6leos dos individuos estudados (Tabela 36), que o
sesquiterpeno Ar-curcumeno (trmedio 22,51 min) é o constituinte presente em maior
concentracdo nos 6leos dos individuos coletados em lIranduba, Juruti e Manaus,
coletados com flores e inflorescéncias. Esse resultado estd de acordo com o estudo
anteriormente realizado por Santos (2000). O 8-cedrenol-13 (Cedrenol) (trmedio 30,30
min) foi o constituinte identificado em maior concentragdo no individuo coletado em
ltacoatiara, que apresentava somente folhas na fase de crescimento em que foi

coletado (Figura 53).

Observou-se também que o sesquiterpeno espatulenol (trmegio 25,95 min) esta

presente no éleo dos quatro individuos estudados em concentragdes consideraveis,
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apresentando-se em maior concentragdo no individuo coletado em Manaus (Figura

53) .

O individuo coletado em ltacoatiara apresentou como constituintes majoritarios

0 espatulenol (8,22%), o 8-cedrenol-13 (17,58%) e o bisaboleno (5,30%), somando

31,10% do dleo.

Tabela 32. Substancias identificadas no individuo da 12 coleta

Iranduba (AM)
Substéancias Coluna apolar Coluna polar
tr IR tr IR Ref. (1) tr IR Ref. (2)
(min) (CBA) (min) (INPA) (min) (INPA)

Crisantenona 9,12 1117 7,65 1124 1123 9,63 1487 1518
Canfora 10,05 1141 8,21 1142 1143 9,73 1490 -
Borneol 11,03 1165 8,92 1163 1165 | 11,91 1559 1698
Acetato de bornila 15,72 1279 13,38 1284 1285 | 16,32 1691 1615
Ar — Curcumeno 2410 1475 20,94 1478 1483 | 18,33 1753 1777
B - Bisaboleno 2521 1496 22,08 1504 1509 | 18,33 - 1745
Espatulenol 27,76 1565 2417 1565 1576 | 28,97 2049 -
8 — Cedrenol -13 32,22 1678 - - 1688 - - -

(1). ADAMS (1995) (2).DAVIES (1990)

Tabela 33. Substancias identificadas no individuo da 22 coleta

Juruti (PA)
Substéancias Coluna apolar Coluna polar
tg IR tg IR Ref. (1) tg IR Ref. (2)
(min)  (CBA) (min) (INPA) (min)  (INPA)

Crisantenona 929 1122 758 1122 1123 - - -
Canfora 10,06 1141 8,21 1142 1143 9,71 1494 1518
Borneol 11,03 1166 8,92 1163 1165 | 11,91 1566 1698
Acetato de bornila 15,73 1279 13,36 1284 1285 | 15,99 1686 1615
Ar — Gurcumeno 2411 1475 20,92 1478 1483 | 18,28 1755 1777
B - Bisaboleno 2522 1496 22,07 1507 1509 | 18,28 1755 1745
Espatulenol 27,77 1564 24,15 1566 1576 | 28,94 2028 -

(1). ADAMS (1995) (2).DAVIES (1990)



Tabela 34. Substancias identificadas no individuo da 32 coleta
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Manaus (AM)
Substéancias Coluna apolar Coluna polar
tr IR tr IR Ref. (1) tr IR Ref. (2)
(min)  (CBA) (min) (INPA) (min)  (INPA)

Crisantenona 9,12 1117 7,64 1124 1123 - - 1518
Canfora 10,06 1141 8,22 1142 1143 9,70 1496 -
Borneol 11,04 1166 8,92 1163 1165 | 11,89 1566 1698
Acetato de bornila 1573 1279 13,34 1284 1285 | 15,99 1688 1615
Ar — Gurcumeno 2411 1475 20,87 1478 1483 | 18,24 1757 1777
B - Bisaboleno 2523 1496 21,86 1504 1509 | 18,24 1757 1745
Espatulenol 27,78 1565 24,12 1565 1576 | 28,94 2051 -

(1). ADAMS (1995) ( 2).DAVIES (1990)

Tabela 35. Substancias identificadas no individuo da 42 coleta

Itacoatira (AM)

Substancias

Coluna apolar

Coluna polar

tn IR tn IR Ref. (1) tn IR Ref.(2)
(min)  (CBA) (min) (INPA) (min)  (INPA)
Espatulenol 27,77 1565 24,12 1567 1576 28,94 2051 -
8-Cedrenol-13 32,25 1679 28,36 1684 1688 | 33,88 2237 -
Bisaboleno<6R, 3428 1733 30,23 1739 1737 | 40,52 2460 -

7R->*

(1). ADAMS (1995) ( 2).DAVIES (1990)

* Tentativa de identificacao

Tabela 36. Percentagem de areas das substancias identificadas no 6leo de cada
individuo estudado.

A%
Substancia Classe 12 2° 3 42
coleta coleta coleta coleta
Crisantenona Monoterpeno 7,62 0,74 3,32 -
oxigenado
Cénfora Monoterpeno 1,64 4,68 1,95
oxigenado
Borneol Monoterpeno 1,41 2,72 1,41
oxigenado
Acetato de bornila Monoterpeno 1,28 10,15 2,01
dioxigenado
Ar-curcumeno Sesquiterpeno 21,02 17,24 27,64
B-bisaboleno Sesquiterpeno 4,22 3,66 10,78 -
Espatulenol Sesquiterpeno 8,07 8,29 22,30 8,22
oxigenado
8-cedrenol - 13 Sesquiterpeno 17,58
oxigenado
Bisaboleno<6R, 7R> Sesquiterpeno - - - 5,30
A% Total 45,26 47,48 69,41 31,1




133

Os oleos analisados evidenciaram ser compostos de substancias (Figura 52)

menos volateis, o que explica o baixo rendimento de éleo obtido.

=
0 { , @¢o @/OH A_OCH3
Crisantenona Canfora Borneol Acetato de bornila
H
\\\\
Y OH
Ar-curcumeno B-bisaboleno Espatulenol 8-cedrenol-13

Figura 52. Estruturas das substancias identificadas no o6leo de A.
artemisiifolia.
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Figura 53. Grafico da variacdo da A% de cada substancia nos individuos
estudados.
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4.4 Atividade antiulcerogénica

4.4.1 Efeitos dos extratos EA e ECA nas lesoes gastricas induzidas por etanol

Os animais tratados com o EA, nas doses de 0,1; 0,3 e 1g/kg, tiveram seus
estbmagos avaliados apds 1 hora da administracao de etanol a 75% e o indice de
lesGes e 0 numero de Ulceras determinadas em camundongos controles foram 7,2
3,0 e 11,0 £ 1,2, respectivamente. O tratamento dos animais com o EA de A.
artemisiifolia, reduziu o indice de les6es (IL) e o numero de ulceras (NU)

proporcionalmente as doses, de 42 a 71% e de 47 a 94% dos valores controles

(Figura 54).
40 25
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Figura 54. Efeito da administracao oral de EA de A. artemisiifolia, nas lesoes
da mucosa gastrica, induzidas por etanol (75 %, v.0) em camundongos. As
colunas e barras verticais sao médias * erro padrao das médias de 5 animais.

diferente do grupo controle (p<0,05).
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Os animais tratados com a fracdo de extrato cloroférmico livre de clorofila
(ECA), nas doses de 0,1 e 0,3 g/kg mais o veiculo, também apresentaram uma
reducao do indice de lesdo e do numero de Ulceras induzidas por etanol de 49 % a
56 % e de 60 % a 81 %, quando comparados aos tratados com o veiculo (Tween 5

%) (IL=20,9+3,9; e NU =13,3 + 1,5) respectivamente (Figura 55).
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Figura 55. Efeito da administracao oral de ECA de A. artemisiifolia, nas lesoes
da mucosa gastrica, induzidas por etanol (75 %, v.0) em camundongos. As
colunas e barras verticais sao médias + erro padrao das médias de 5 animais.

diferente do grupo controle (p<0,05).

** diferente do controle tratado com o veiculo (p<0,05).

4.4.2 Efeito dos extratos EA e ECA (fracao livre de clorofila) nas lesoes

gastricas induzidas por estresse.

Os camundongos tratados com o EA de A. artemisiifolia nas doses de 0,1; 0,3
e 1g/kg, p.o., antes da indugdo de estresse por imolizagdo a frio (4 °C/ 1 h),
apresentaram reducéo do indice de lesdes gastricas de 38 % a 51 % e do numero
de Ulceras gastricas de 46% a 62% dos valores controles (27,7 £ 3,3 e 14,3 £ 1,8;

respectivamente) (Figura 56).



136

N >,
= 3
1 ©
@) o ~z15- T
o]
S o 10 B
29 : . T
=
& (i}

Cotrde 01 03 Crrde 01 03 10

FA(gkg vo)

FA(gkg vo)

Figura 56. Efeito da administracao oral de EA de A. artemisiifolia, nas lesoes
da mucosa gastrica, induzidas por estresse (imobilizagdo a 4 °C/ 1 h) em

camundongos. As colunas e barras verticais sao médias = erro padrao das
médias de 5 animais.

** diferente do controle (p<0,01).

Os animais tratados com o ECA nas doses de 0,1 e 0,3 g/kg, v.0. submetidos
ao estresse por imolizagdo a frio (4 °C/ 1 h), apresentaram reducdo do indice de
lesbes (46 %) e do numero de Ulceras gastricas (64 %), somente com a menor dose
(0,1 g/kg). Na maior dose testada, a fragcdo ECA (0,3 g/kg, v.0.) ndo influenciou as

lesdes da mucosa gastrica produzidas por estresse a 4 °C/ 1 h (Figura 57).
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Figura 57. Efeito da administracao oral de ECA de A. artemisiifolia L nas lesoes
da mucosa gastrica, induzidas por estresse por imobilizacdo a 4 °C/ 1 h em
camundongos. As colunas e barras verticais sao médias = erro padrao das

médias de 5 animais.

***  diferente do grupo tratado com o veiculo (p<0,01).

4.4.3 Efeitos dos extratos EA e do ECA de A. artemisiifolia nas lesoes gastricas

induzidas por indometacina.

Nas les6es da mucosa géstrica induzidas pelo antiinflamatério ndo esteroidal
indometacina (30 mg/kg, s. c.), o tratamento prévio com o EA ou com a fragdo ECA
nao alteraram significativamente o indice de lesdo e o numero de Ulceras
comparativas ao grupo controle. Os animais tratados com a dose de 0,3 g/kg do EA
porém, apresentaram menor numero de Ulceras induzidas por indometacina, em

comparagao ao grupo controle tratado com agua (Figuras 58 e 59).

Os resultados indicam que a atividade anti-Ulcera dos extratos estudados,

envolve mecanismos aparentemente nao relacionados a sintese de prostaglandinas.
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Figura 58. Efeito da administracao oral de EA de A. artemisiifolia, nas lesoes
da mucosa gastrica, induzidas por indometacina (30 mg/kg, s. c.) em
camundongos. As colunas e barras verticais sao médias * erro padrao das
médias de 5 animais.
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Figura 59. Efeito da administracao oral de ECA de A. artemisiifolia, nas
lesbes da mucosa gastrica, induzidas por indometacina (30 mg/kg, s. ¢.) em
camundongos. As colunas e barras verticais sao médias * erro padrao das
médias de 5 animais.



5. CONCLUSOES

Considerando as avaliacbes e andlises realizadas e os resultados obtidos,

pode-se concluir que:

Os fracionamentos empregados para o estudo fitoquimico da espécie estudada
nesse trabalho, foram eficazes para o isolamento de lactonas sesquiterpénicas,

principais constituintes quimicos de interesse na espécie A. artemisiifolia.

O extrato cloroférmico e o extrato aquoso preparado do individuo coletado em
Iranduba (AM), apresentaram reducdo de Ulceras gastricas produzidas por
etanol e por estresse apresentando atividade antiulcerogénica, confirmando o

uso popular no tratamento em males do estbmago.

Na avaliagdo dos perfis cromatograficos dos extratos EA tratados, de todos os
individuos, observou-se também a presenga dos marcadores isolados como

constituintes majoritarios, porém em quantidades bem inferiores.

O método desenvolvido para o monitoramento utilizando CLAE, mostrou-se

adequado para a separagdo e quantificacdo dos  marcadores isolados,
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apresentando boa reprodutibilidade nas andlises. Devido a presenga de outros
constituintes quimicos nos extratos ECA e EA com tempos de retencdo muito
proximos, a LacD nao foi possivel observar boa separacao do mesmo a 225 nm,
utilizando o método desenvolvido para o monitoramento dos marcadores por

CLAE.

Na avaliagdo dos perfis cromatograficos dos extratos ECA dos individuos
estudados, os quatros marcadores quimicos isolados sdo o0s constituintes
quimicos majoritarios porém, apresentando variagdo da concentragdo dos
mesmos. Essa variabilidade quimica existente pode representar uma dificuldade

no emprego dessa espécie como medicinal ou fitoterapico.

Os 6leos essenciais dos individuos coletados com folhas, talos, flores e
inflorescéncias, apresentaram uma concentragdo maior de monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos nao oxigenados, ja os individuos coletados apenas
com folhas e talos apresentaram uma concentragdo maior de sesquiterpenos

oxigenados e um rendimento de 6leo menor.

Considerando os perfis cromatograficos obtidos e os resultados dos testes
antiulcerogénicos, os marcadores ambrosina e damsina sao excelentes

marcadores quimicos para fins de controle de qualidade.
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