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RESUMO

Achillea millefolium L. (Asteraceae), popularmente conhecida como “mil-folhas”, é
utilizada na medicina popular para o tratamento de doencas cardiovasculares. No
presente estudo, avaliamos o efeito hipotensor e diurético de extrato, fracoes e
artemetina obtidos de A. millefolium em ratos. As partes aéreas da planta foram
extraidas com etanol 90%, gerando o HEAM. Este foi ressuspendido em EtOH-
H,O (1:1) e entdo extraido com diclorometano (DCM), acetato de etila (ACE) e 1-
butanol (BT), sucessivamente. A fracdo DCM foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel eluida com solventes de polaridade crescente,
obtendo a sub-fracdo DCM-2. Através do fracionamento biomonitorado,
caracterizamos que a fracdo mais ativa apresentou como constituinte majoritario o
flavondide artemetina. A importancia bioldégica destas substancias tem sido
evidenciada em varios estudos devido suas acOes benéficas em diferentes
condicbes patologicas, sendo reportadas diversas atividades no sistema
cardiovascular. Todas as fracdes foram analisadas por RMN *H e a artemetina foi
isolada a partir de técnicas cromatogréficas e identificada através de 'H e *C
RMN (200 MHz, CDCI3). Ratos Wistar machos receberam o tratamento oral com
HEAM, fracdes, artemetina ou veiculo (além do tratamento intravenoso com
artemetina) e tiveram a pressdo arterial mensurada através de um sistema de
pressado conectado a um transdutor de forca acoplado a artéria carétida do animal
anestesiado. A atividade diurética foi determinada em animais, que receberam o
tratamento via oral com HEAM e DCM-2, mantidos em gaiolas metabdlicas. A
urina foi coletada em intervalos de 2h por 8h. Foram mensuradas as
concentragdes de eletrélitos (Na* e K*), pH, densidade e condutividade de cada
amostra de urina no final do experimento. A administragéo oral, 3 horas antes, de
HEAM (100-300 mg/kg), DCM (20 mg/kg), DCM-2 (10-30 mg/kg), mais ndo AcE
(10 mg/kg) e BT (50 mg/kg), reduziram significativamente a pressao arterial média
(PAM) de ratos normotensos anestesiados, com redugdes de 13 £ 1 mm Hg para
HEAM (100 mg/kg), 11 + 1 mm Hg para DCM (20 mg/kg) e 10 + 1 mm Hg para
DCM-2 (10 mg/kg). Além disso, a administracdo oral de HEAM (300 mg/kg) e
DCM-2 (30 mg/kg) aumentou significativamente a excrec¢do urinaria, em cerca de
37 + 4 % para HEAM e 90 + 6 % para DCM-2. A excrecao de eletrélitos também
foi aumentada para ambas os tratamentos, 33 +7a51+7 % paraNa' e 36+ 7 a
49 + 7 % para K*. Ndo houve alteracdo na condutividade, pH e densidade. O
composto isolado, artemetina, foi capaz de reduzir a PAM de ratos quando
administrado tanto por via oral (1,5 mg/kg) quanto por via intravenosa (0,35 - 1,5
mg/kg), com reducdes de 8 + 3 mm Hg com o tratamento oral e de 5,6 £ 0,91 a
11,47 £ 1,5 mmHg com o tratamento intravenoso. Em relacdo ao mecanismo de
acdo, a injecdo intravenosa de uma unica dose de artemetina (0,75 mg/kg)
reduziu a resposta hipertensiva induzida pela angiotensina l em 37 + 9 a 51 7



%. O tempo do efeito constritor também foi reduzido (25 £ 3 a 35 + 9 %). Em
relacdo a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) plasmatica e
vascular, a artemetina foi capaz de reduzir a atividade desta enzima em ambos o0s
ensaios, com reducdo de cerca de 37 % para a atividade da ECA plasmatica, e de
63 a 89 % para a atividade da ECA vascular. Ainda, a artemetina foi capaz de
causar grande aumento no tempo da resposta hipotensora induzida pela
bradicinina (120 + 29 %), sem alterar o pico do efeito vasodilatador. Avaliamos
também o envolvimento de receptores da angiotensina Il, porém a artemetina
parece nao interferir com o antagonismo deste tipo de receptor. Outro mecanismo
investigado foi o envolvimento do o6xido nitrico, porém o efeito hipotensor da
artemetina parece ser independente da sintese deste mediador. Os resultados do
presente estudo mostram que o extrato e fracées semi-purificadas obtidas de A.
millefolium exibem efeitos hipotensores e diuréticos quando administrados por via
oral, e a artemetina parece ser um dos compostos responsaveis por esta acao
anti-hipertensiva popularmente atribuida a planta, um efeito, pelo menos em
parte, mediado através da inibicdo da enzima conversora de angiotensina.

vi



ABSTRACT

Traditional uses of the Achillea millefolium L. (Asteraceae), popularly known as
“mil-folhas”, include the treatment of cardiovascular diseases. In the present study,
we assessed the hypotensive effect of extracts, fractions and artemetin from A.
millefolium in rats. Aerial parts of A. millefolium were extracted with ethanol 90%,
concentrated, filtered and the solution lyophilized to give the HEAM. It was
suspended in EtOH-H,O (1:1) and then extracted with dichloromethane (DCM),
ethyl acetate (AcE) and 1-butanol (BT), successively. DCM fraction was submitted
to vacuum column chromatography on silica gel, eluted with solvents of crescent
polarity, to give DCM-2 sub-fraction. Using a bio-guided approach we have
characterized that the most active fraction obtained from A. millefolium presented
as its main constituent the methoxylated flavonoid artemetin. The biological
importance of these substances has been evidenced by their beneficial actions in
several pathological conditions, being reported to have several activities in the
cardiovascular system. All these fractions were analyzed by NMR *H and
artemetin was isolated by chromatography techniques and it was identified by *H
and *C NMR (200 MHz, CDCI3). Male Wistar rats received the oral treatment with
extract, fractions, artemetin or vehicle (further on intravenous treatment with
artemetin) and had the direct blood pressure measurement, where the
anesthetized rats had the left carotid artery cannulated and connected to a
pressure transducer. Diuretic activity was determined in animals kept in metabolic
cages. Urine was collected from animals treated per oral route with extract and
DCM-2 sub-fraction in a graduated cylinder and its volume was recorded at 2h
intervals for 8h. Electrolytes (Na® and K*) concentrations, pH, density and
conductivity were estimated from a pooled urine sample of each pair of rats at the
end of the experiment. The oral administration, 3 hours prior, of the HEAM (100-
300 mg/kg), DCM (20 mg/kg), DCM-2 (10-30 mg/kg), but not AcE (10 mg/kg) and
BT (50 mg/kg) fraction, reduced significantly the mean arterial pressure (MAP) of
anesthetized normotensive rats, with changes around 13 £+ 1 mm Hg for HEAM
(100 mg/kg), 11 + 1 mm Hg for DCM (20 mg/kg) and 10 + 1 mm Hg for DCM-2 (10
mg/kg). Moreover, the single oral administration of HEAM (300 mg/kg) and DCM-2
(30 mg/kg) caused a significant increase in urinary excretion, about 37 = 4 % for
HEAM and 90 £ 6 % for DCM-2. The urinary excretion of electrolytes was also
increased for both treatments, about 33 + 7 to 51 + 7 % for Na" and 36 + 7 to 49 +
7 % for K excretion. There was no change in conductivity, density and pH of
samples analyzed. Artemetin reduced the MAP of rats both orally and
intravenously administered, with changes about 8 + 3 mm Hg after oral
administration, and 5.6 + 0.91 to 11.47 + 1.5 mm Hg after intravenous injection.
The intravenous treatment of a single dose of artemetin (0.75 mg/kg) reduced the
hypertensive response induced by Ang | in 37 £ 9 to 51 + 7 %. The length of the
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hypertensive effect induced by Ang | was also reduced by artemetin (25 = 3 to 35
+ 9 %). In tests of angiotensin converting enzyme (ACE) activity plasma and
vascular, artemetin caused a reduction in enzyme activity of both trials, with
changes about 37 % for ACE plasma activity and 63 a 89% for vascular ACE
activity. Artemetin wasn’'t able to increase significantly the hypotensive effect of
BK, but the length of the hypotensive effect induced by it was significantly
increased in 120 + 29 %. Still, artemetin did not interfere in angiotensin ll-induced
hypertension in rats and its hypotensive effect may be independently of nitric oxide
synthesis. The results of the present study show that the extract and semi-purified
fractions obtained from A. millefolium exhibit hypotensive and diuretic actions
when orally administered, and that artemetin may also be responsible for this anti-
hypertensive action, an effect, at least in part, mediated by angiotensin-converting
enzyme inhibition.
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I. INTRODUCAO

1.1. Pressao Arterial e seu controle fisioldgico

Pressao arterial é a forca com a qual o coragcdo bombeia 0 sangue através
dos vasos, sendo determinada pelo volume de sangue que sai do coragao (débito
cardiaco) e a resisténcia que ele encontra para circular na periferia (resisténcia
vascular periférica). Ela pode ser modificada pela variacao do volume de sangue
ou viscosidade (espessura) do sangue, da freqléncia cardiaca (batimentos
cardiacos por minutos) e da elasticidade dos vasos. Os estimulos hormonais e
nervosos que regulam a resisténcia sanguinea sofrem influéncia individual e
ambiental (ZAGO e ZANESCO, 2006).

Os mecanismos de regulacado da pressao arterial podem ser responsivos
em curto, médio e longo prazo. Em curto prazo (resposta em segundos), esse
controle é desempenhado pelos barorreceptores, quimiorreceptores e sistema
nervoso central (SNC). Os rins exercem o controle da pressao arterial a longo
prazo (horas ou dias). E em médio prazo (minutos), a regulacdo ou modulacao
ocorrem principalmente por acdo dos sistemas hormonais (sistema renina-
angiotensina, sistema calicreina-cinina, vasopressina e mediadores endoteliais)
(COGOLLUDO et al., 2005; GUYTON, 1991).

O sistema nervoso autbnomo (SNA) possui neurdnios aferentes e
eferentes que ligam o SNC com efetores viscerais. O controle neural da
circulacdo opera via neurbnios parassimpaticos que inervam o coracao e via
eferentes simpaticos que inervam vasos sanguineos, 0 coragdo, 0s rins e a

adrenal. Estruturas limbicas, corticais e do cérebro sdo responsaveis pelas



rapidas mudancas no tbnus simpatico relacionados ao comportamento
(GUYENET, 2006).

O controle a longo prazo é feito principalmente pelos rins. Quando a
pressdo é aumentada acima de valores normais (sistdlica > 140 mm Hg e
diastélica > 90 mm Hg; MS, 2010), os rins passam a excretar mais agua e sal,
isso reduz a volemia e faz com que o coracdo bombeie menos sangue levando a
queda da pressao arterial. Reciprocamente quando a pressao diminui abaixo do
valor normal (sistélica < 120 mm Hg e diastélica < 80 mm Hg; MS, 2010) ha um
aumento no balango entre fluidos que entram e saem, aumentando assim as
concentracbes dos liquidos e eletrdlitos corporais € a pressdo sanglinea
(GUYTON, 1991).

Um dos principais mecanismos intermediarios €& o sistema renina-
angiotensina (SRA), que tem funcdo vasoconstritora ativada quando a baixa
pressao sangiinea faz com que o fluxo de sangue para os rins caia abaixo do
normal, levando a secrecao de renina pelas células justaglomerulares dos rins. A
renina é uma enzima glicoprotéica que catalisa a conversao do angiotensinogénio
em angiotensina I, que é convertida em angiotensina Il pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). A angiotensina Il é o principal peptidio efetor do SRA, sendo
conhecido pelas suas acdes sobre o controle da pressdo sangulinea e equilibrio
de eletrélitos e agua (Ver figura 1). A angiotensina Il atua sobre dois subtipos de
receptores AT; e AT, (GASPARO et al., 2000; DUKE et al., 2005). A ativacao dos
receptores AT, induz efeitos vasodilatadores em oposicdo aos efeitos
vasoconstritores desencadeados pela ativacdo dos receptores AT (DUKE et al.,

2005). A angiotensina Il causa vasoconstrigdo nos vasos sanglineos e



consequentemente restabelece os niveis presséricos normais (GUYTON, 1991;
OPIE, 1998; CRACKOWER et al., 2002).

OPIE (1998) propde que a liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares ocorre em resposta a trés estimulos principais: aumento da
estimulacao dos receptores 1-adrenérgicos; reducao da pressao arterial renal e
diminuicdo na reabsorcao tubular de sodio (Na*). A liberacao de renina é inibida
pela angiotensina Il através de um mecanismo de feedback negativo. Ela também
estimula a liberagdo do hormoénio aldosterona do cértex da adrenal, que aumenta

a reabsorcéo de sodio (Na*) nos rins e diminui a liberacao de renina.

Angiotensinogénio Cininogénio
, Calicreina
Renina
Angiotensina | Bradicinina
ECA
Cininase Il
Angiotensina Produto degradado

Figura 1. Representacao simplificada do Sistema Renina
Angiotensina.

ECA — Enzima conversora de angiotensina.

Outros sistemas hormonais participam do controle da pressdo sanguinea
como o horménio antidiurético (ADH) ou vasopressina. O ADH é um horménio

neurohipofisario envolvido em varios processos fisiolégicos, inclusive regulacao



dos fluidos corporais, do tobnus vascular e da contratilidade cardiovascular. Sua
ativacao ocorre com o aumento da osmolaridade plasmatica, principalmente ao
Na*, e reducdo da pressao intravascular. Atua aumentando a reabsorcao de agua,
pelos tdbulos renais, sem interferir na eliminagdo de Na’, isso contribui para a
elevacao da sobrecarga sanglinea e conseqlientemente da pressao arterial (LEE
et al., 2003).

O endotélio vascular tem papel importante na regulacdo da fisiologia
circulatéria principalmente na microcirculagdo (BRUNNER et al, 2005;
DEANFIELD et al., 2005; VIRDIS et al, 2010), relacionando-se com a
manutencdo do controle do ténus vascular através da liberacdo de substancias
vasodilatadoras e de fatores constritores (FELIZZOLA et al., 1996). A liberagéao de
mediadores vasorrelaxantes pode ser estimulada por substancias endégenas, por
exemplo, a acetilcolina (Ach) e a bradicinina (BK), ou ainda por estimulos
mecanicos, como o estresse de cisalhamento (“shear stress”), havendo entdo a
liberacdo de Oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGl,) e fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (FRANGOS et al., 1985; CAMPBELL e GAUTHIER,
2002; BOO e JO, 2003), os quais atuam sobre a camada muscular e relaxam os
vasos. Esse aumento no didmetro dos vasos provoca a redugé@o proporcional da
resisténcia periférica total e da presséao arterial.

O principal mediador vasorrelaxante € o NO. O mecanismo de sintese
deste gas inicia-se com a ligacdo de um agonista a um receptor especifico
localizado na membrana das células endoteliais (VIRDIS, 2010). Esse estimulo
provoca ativagdo da fosfolipase C (PLC), por intermédio de uma proteina G. A
PLC, uma vez ativada, promove a hidrélise dos fosfolipideos fosfatidil-inositol-

bifosfato (PIP,) presentes na membrana celular, originando o inositol 1, 4, 5,



trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (GRIFFITH et al., 1984). O IP; age nos
estoques intracelulares de Ca*? induzindo a liberacdo deste ion, o qual, ligado &
calmodulina, estimula a 6xido nitrico sintase (NOS), dando inicio a sintese do NO
(MONCADA et al., 1989). E relatada a existéncia de canais de célcio sensiveis ao
IP4 (inositol 1, 3, 4, 5-tetrafosfato) e insensiveis ao IPs, localizados nas células
endoteliais. Estes canais podem estar envolvidos no influxo transmembrana do
Ca*® para as células endoteliais (LUCKHOFF e CLAPHAM, 1992) ou ainda, no
relaxamento vascular pelo estresse de cisalhamento e na interacdo agonista—
receptor nas células endoteliais (BASSENGE et al., 1987).

O NO, apés sintetizado, difunde-se para a camada muscular lisa do vaso
causando a estimulacdo da guanilato ciclase soluvel ou citosélica (GCs),
provavelmente por se ligar ao grupo heme dessa enzima (STONE e MARLETTA,
1995). A ativacdo da GCs gera um aumento da concentragdo citosélica do
guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Este nucleotideo ativa a proteina quinase
G (PKG) que, dentre outras funcoes, parece fosforilar a quinase da cadeia leve da
miosina (MLCK) tornando-a inativa e provocando um relaxamento (RAPOPORT et
al., 1983; RAPOPORT e MURAD, 1983). Uma segunda via de acdo da PKG é a
ativacdo de canais de K*, ocasionando hiperpolarizagdo e consequente
relaxamento vascular. A exemplo da acetilcolina, diversos agonistas provocam
vasodilatacao através da ativacdo da via L-arginina-6xido nitrico, como por
exemplo a histamina, a serotonina, a bradicinina, prostaglandinas e a substancia
P (FURCHGOTT, 1983).

As prostaglandinas sao compostos que apresentam estrutura complexa de
cadeia ciclica. H4& um numero muito grande de diferentes prostaglandinas, mas

dentre elas as que tém maior importancia para o sistema cardiovascular sao as



prostaciclinas (vasodilatadoras; OPIE, 1998). A prostaciclina (PGly) € um potente
inibidor enddégeno da agregacao plaquetaria com potente efeito vasodilatador,
além de ser considerada como um antagonista fisioldgico do tromboxano A,
(TXA2). O TXA, além de apresentar propriedades vasoconstritoras, favorece a
agregacao plaquetaria. Dessa forma o equilibrio entre a producao de TXA. e PGl,
€ crucial para a homeostasia do sistema cardiovascular, pois um desequilibrio
pode favorecer doencas cardiovasculares como hipertensédo, aterosclerose ou
infarto do miocardio (LEVAL et al., 2004).

As cininas sao polipeptidios farmacologicamente ativos, que sao liberados
em tecidos e fluidos corporais como o resultado de agdes enzimaticas de
calicreinas e cininogénios. A familia das cininas inclui as bradicininas, calidinas e
metionil-lisil-bradicininas. Calidina e metionil-lisil-bradicinina sdo convertidas em
bradicinina por aminopeptidases presentes no plasma e urina. A bradicinina é
rapidamente inativada (<15 segundos) por cininases circulantes (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005), sendo conhecidas as cininases |, cininases Il (enzima
conversora de angiotensina) e encefalinases (SHARMA, 2009). As cininas
exercem suas acOes farmacologicas através da ativacdo de dois tipos de
receptores metabotrdpicos, B1 e B2. O receptor B1 raramente é expresso em
tecidos normais, mais parece ser superexpresso em estados inflamatérios com
lesdo tecidual (SHARMA e AL-DHALMAWI, 2003), onde sua ativagdo pode gerar
estimulacdo do mdusculo liso, aumento da proliferacdo celular, e sintese de
colageno. Ja o receptor B2 é expresso normalmente em algumas células, onde
sua ativacdo pode gerar a liberacdo de NO e PGl,, ambas promovendo potente

vasodilatacao e reducao da pressao arterial (SHARMA, 2009).



Os rins apresentam um papel extremamente importante no controle da
pressao arterial, iniciando com o processo de formacgao de urina. A formacao de
urina inicia-se com a filtracao glomerular de cerca de 25% do plasma que atinge o
rim. Um ultrafiltrado é coletado para o interior dos tubulos renais, sendo que a
formacao é dependente de propriedades glomerulares como coeficiente de
permeabilidade, area filtrante, diferenca de pressao hidrostatica entre capilar
glomerular e capsula de Bowman e da pressdao oncotica intracapilar. Assim,
qualquer fator que afete alguma dessas propriedades ira interferir na filtracéo
glomerular e, conseqientemente, na produgcdo de urina (EATON e POOLER,
2004). Entre esses fatores incluem-se alteragcdo na perfusao renal, alteracéo
morfolégica do glomérulo, redugdo da massa renal, isquemia renal, feedback
justaglomerular, agentes diuréticos, horménios, hiperfiliracdo apds administracao
de substancias osmoticamente ativa, entre outros (FLECK, 1999).

Uma série de agentes produzidos no organismo interfere no processo de
formacao de urina por atuarem, tanto na regulacao da filtracdo glomerular, como
no transporte de eletrélitos e adgua ao longo dos tubulos renais. Dentre outras
funcdes, o ADH é fundamental na manutencdo da osmolaridade plasmética e
homeostase dos liquidos corporais. Um aumento na osmolaridade plasméatica ou
reducédo do volume circulatério efetivo estimula a secrecao de ADH, pela hipéfise
posterior, levando a um aumento na reabsorcdo de agua e concentracao da urina
pelos rins retornando a osmolaridade plasmatica e o volume extracelular, a niveis
normais (BANKIR, 2001; VERBALIS, 2003). O ducto coletor é o principal alvo de
acao desse horménio no rim, onde o ADH se liga a receptores V2, presentes na
membrana basolateral das células principais do ducto coletor, para produzir seu

efeito antidiurético (INOUE et al., 2001).



A hipertensao arterial interage com os rins, muitas vezes é dificil
determinar se o rim esta originando ou sendo modulado por alteracées induzidas
pela hipertensdo (PRAXEDES, 1992). A necessidade de maior pressdo de
perfusdo renal para excretar a carga de sal e agua aumentada, devido a algum
defeito renal desconhecido, tornaria alguns individuos susceptiveis ao
desenvolvimento de hipertensdo. Assim, o fluido se acumularia no corpo, até que
a pressao arterial aumentasse o suficiente para balancear a excrecao com a
ingestao de liquidos. A elevacao da pressao arterial sistémica aumentaria o fluxo
sanglineo para todos os tecidos do corpo.

Os estudos em modelos animais sugerem que a transmissdao da
hipertensao sistémica para o interior do glomérulo altera a hemodindmica intra-
renal, causando glomeruloesclerose ou agravando uma doenca renal pré-
existente (TOMSON et al., 1991). Estes resultados tem sido de grande influencia
sobre a terapéutica anti-hipertensiva disponivel, que objetiva diminuir tanto a

pressao sistémica quanto a pressao intraglomerular.

1.2. Hipertensao Arterial

Alteracbes em um ou ambos 0s mecanismos de controle da presséo
arterial (neural e/ou humoral), poderdo resultar em elevagcdo dos niveis
pressoricos, instalando-se assim um quadro de hipertensdo arterial (GUYTON e
HALL, 1996), que pode ser definida como uma doenga ou como um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas do coracdo, pois, na grande maioria das
vezes, Nnao provoca sintomas ou 0s sinais clinicos sdo gerais como dores de

cabeca, tonturas, mal estar.



A hipertensao arterial € uma doenca altamente prevalente em nosso meio,
atingindo cerca de 20% da populacdo adulta com mais de 18 anos, chegando a
alcancar indices de 50% nos idosos (MION Jr. et al,, 2001), estando entre as
principais causas de morbidade e mortalidade em muitos paises do mundo
(YUSUF et al., 2001). E considerada de origem multifatorial (JACOB, 1999), onde
seu tratamento e prevencao incluem adotar estratégias nao farmacolégicas
baseadas na modificacdo do estilo de vida, associadas ao tratamento
medicamentoso (THARKUR et al., 2001).

Diversos agentes anti-hipertensivos sao utilizados na clinica para o
tratamento da hipertensdo e suas complicacées, como os diuréticos, os beta-
bloqueadores, os bloqueadores de canais de calcio, os inibidores da enzima
conversora de angiotensina, os bloqueadores de receptor da angiotensina Il, os
antagonistas da aldosterona e os inibidores de renina. Apesar de existir tantas
classes de agentes anti-hipertensivos disponiveis para o tratamento da
hipertensdo nos dias atuais, problemas cardiovasculares relacionados a
hipertensao continuam a afetar milhdes de pessoas (CHOBANIAN et al., 2003; LA
MORENA et al., 2010).

Do ponto de vista fisiopatolégico, a hipertensao é uma doenca que envolve
mudancas persistentes em pelo menos uma das variaveis hemodinamicas (débito
cardiaco, rigidez arterial, ou resisténcia periférica) que determinam a mensuragao
da pressdo arterial. Cada uma dessas variaveis tem um potencial alvo
terapéutico, e é provavel que alteracées nestas varidveis também contribuam
para a heterogeneidade da resposta farmacoldégica dos pacientes com

hipertensdo. Além disso, o tratamento atual adota estratégias que visam nao sé
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focar na reducdo da pressao arterial, mas também em normalizar a estrutura e
funcao vascular (BONESI et al., 2010).

A reducédo da pressao arterial tem sido associada com uma redugcdo em
cerca de 40% do risco de ataques subitos e em cerca de 20% de reducao do risco
de infarto do miocardio (CHOBANIAN et al., 2003). Além disso, as diretrizes de
praticas clinicas atuais identificam a reducao da pressao arterial como prioridade
no tratamento de pessoas com hipertensdo (LONN, 2004). Ainda, devido ao
grande numero de efeitos adversos relacionados aos medicamentos de uso
clinico atuais, cada vez mais se torna necessario o avango das pesquisas em foco
de novas alternativas terapéuticas, como a validacdo de plantas e compostos
naturais, que além de mais econdmicos podem apresentar menos efeitos

colaterais (MAGOS et al., 2008).

1.3. Plantas Medicinais

Os produtos naturais, principalmente aqueles derivados de plantas, séao
importantes fontes terapéuticas. Cerca de 30% de todas as drogas disponiveis
para terapéutica sdo derivadas de produtos naturais (CALIXTO, 2005). De acordo
com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populagéao
mundial, principalmente dos paises em desenvolvimento, dependem
essencialmente de plantas medicinais para o tratamento primario de doencas
(BERMUDEZ et al., 2005). Entretanto, poucas plantas tém sido estudadas
cientificamente para assegurar sua qualidade, seguranga e eficacia (CALIXTO,
2005).

Juntos, os paises latino-americanos possuem grande parte da

biodiversidade mundial e eles sdo também muito ricos em recursos naturais,
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animais, microrganismos e recursos marinhos, porém estes paises nem sempre
usaram devidamente esta grande biodiversidade em seu préprio
desenvolvimento. S6 o Brasil possui aproximadamente 20% de todas as plantas
existentes, com mais de 56.000 espécies. Entretanto, é estimado que nao mais de
25.000 plantas fosse objeto de algum estudo cientifico (CALIXTO, 2005).

Como exemplos relevantes de medicamentos obtidos de plantas, podemos
mencionar a digoxina (Digitalis sp.), o quinino (casca da Chinchona sp), a
pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), a vincristina e a vinblastina (Catharanthus
roseus), dentre outros (RATES, 2001). Assim, as plantas medicinais fornecem o
substrato para a producdo de compostos biologicamente ativos ou compostos
passiveis de modificagdes e otimizacdes estruturais que dao origem as entidades
quimicas.

Nota-se o interesse governamental e profissional em associar o avanco
tecnoldgico ao conhecimento popular e ao desenvolvimento sustentavel visando a
uma politica de assisténcia em saude eficaz, abrangente e humanizada (FRANCA
et al., 2008). Nesse sentido, o Estado brasileiro instituiu a Resolu¢gdo RDC n? 48,
de 16 de marco de 2004 que dispbe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e assegura a qualidade para o registro desses produtos junto ao
Ministério da Saude (ANVISA, 2006). No Brasil, o Ministério da Saude (MS) tem
encorajado o desenvolvimento de estudos com plantas tradicionais, com a
esperanca de obter os possiveis beneficios que as pesquisas sobre este assunto
podem trazer (FRANCO, 2003).

Neste aspecto, a Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca
cronico-degenerativa que afeta o sistema cardiovascular, e seu controle tem se

constituido um grande desafio para os profissionais da saude. Apesar do grande



12

namero de drogas disponiveis para o tratamento da hipertensdo, o seu controle
tem se mostrado inadequado, pois além da ineficacia das drogas empregadas em
alguns individuos, o grande numero de efeitos colaterais estimula a ndo adesao
ao tratamento. Assim, a busca por novas moléculas ou fitoterdpicos com
propriedades anti-hipertensivas € uma tarefa muito importante para a ampliacdo
do arsenal terapéutico, aumentando a eficiéncia e favorecendo o aumento da
adesao ao tratamento farmacolégico. Diversos produtos naturais, isolados a partir
de plantas medicinais tem sido relatados como potenciais agentes terapéuticos no
controle da hipertensdo, assim, abrindo novas perspectivas no controle desta
patologia.

No departamento de Farmacologia da UFPR, o grupo de pesquisa
“Farmacologia e Toxicologia Pré-Clinica de Produtos Naturais”, desenvolve
trabalhos com o objetivo de estudar plantas medicinais utilizadas popularmente
com base em informacbdes etnofarmacolégicas e etnobotanicas, buscando
contribuir com a demonstracao da sua eficacia, em conjunto com a determinacgéo
da toxicidade e do estudo dos mecanismos de agdo destes produtos. Uma das
plantas que vem sendo estudada pelo grupo desde o ano 2004 é a Achillea
millefolium, cuja atividade anti-Ulcera em ratos ja foi demonstrada (CAVALCANTI

et al., 2006).

1.4. Achillea millefolium

A. millefolium é conhecida na medicina popular como mil-folhas, milefélio,
milenrama, aquiléia, erva-dos-soldados, erva-dos-carpinteiros, botdo-de-prata
(LORENZI e MATOS, 2002; MARTINS et al., 2000; PANIZZA, 1997). O nome do

género, Achillea, provavelmente deriva de Aquiles, herdi da mitologia grega, que
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empregava as folhas da A. millefolium para estancar a hemorragia dos ferimentos
dos seus soldados, na guerra de Tréia (~1200 a.C.) (CHANDLER, 1989;
ALONSO, 1998; CACERES, 1999). J4 0 nome da espécie, millefolium, deriva da
caracteristica da folha, cujo aspecto assemelha-se a inUmeras folhas numa sé
(CHANDLER, 1989).

Existem cerca de 100 espécies do género Achillea L. (Asteraceae)
amplamente distribuidas no hemisfério norte. As plantas deste género tém sido
utilizadas na medicina popular devido suas numerosas propriedades medicinais
(SI et al., 2006), como atividade antiflogistica, antiinflamatéria, propriedades
analgésicas e antipiréticas, atividade antimicrobiana, citotdxica, disturbios
hemodinamicos (como varizes, trombose, hemorrbidas), afeccdes da pele,
hipertensao arterial, asma, pleurisia, gastrite, Ulcera, entre outras (ALJANCIC et
al., 1999; ALONSO, 1998; BENEDEK et al., 2007; BLUMENTHAU et al., 2000;
CACERES, 1999; FONT QUER, 1985; MORS et al., 2000).

A. millefolium apresenta-se como uma planta herbacea perene, rizomatosa,
ereta, aromatica, entouceirada, de 30 a 50 cm de altura. Suas folhas sé&o
compostas, finamente pinadas; as inflorescéncias sdo brancas ou rosaceas, em
capitulos reunidos em uma panicula terminal. E uma planta de clima subtropical,
aprecia o calor e resiste bem a seca. Ocorre de forma nativa na Europa, América
do Norte, sul da Austrélia e norte da Asia, e é amplamente cultivada em hortas
domésticas em quase todo o Brasil (LORENZI e MATOS, 2002; MARTINS et al.,

2000; PANIZZA, 1997).
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Figura 2. Exemplar de Achillea millefolium L. (Asteraceae). Foto:

Arquimedes Gasparotto Jr, Umuarama — PR., 2007.

Estudos fitoquimicos demonstram a presenca de cineol, borneol, pinenos,
canfora, mentol, eugenol, azuleno, camazuleno (LORENZI, 2002; PANIZZA,
1997), flavondides como centaureidina, casticina, apigenina, luteolina, artemetina,
rutina, quercetina, acacetina (CSUPOR-LOFFLER et al., 2009; GUEDON et al.,
1993; TESKE e TRENTIN, 1997) sesquiterpenos como paulitina, isopaulitina,
psilostacina C, desacetilmatricarina, sistenina (CSUPOR-LOFFLER et al., 2009;
GLASL et al.,, 2002), alcaléides como a achileina (MILLER e CHOW, 1954),
esterdides como B-sitosterol, estigmasterol, colesterol, campesterol, triterpenos
como a-amirina, B-amirina, taraxasterol, pseudotaraxasterol (CHANDLER et al.,
1982), taninos, mucilagens, cumarinas, resinas, saponinas, acidos graxos,
alcal6ides, e principio amargo (LORENZI et al., 2002; MARTINS et al., 2000;
PANIZZA, 1997; PIRES et al., 2009).

As espécies do género Achillea tém sido objeto de grande numero de
investigagbes farmacologicas. Os compostos fendlicos como os flavondides séao

considerados importantes compostos farmacologicamente ativos presentes em
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espécies deste género. Tanto a atividade espasmolitica verificada em intestino de
coelho isolado e em ileo isolado de cobaia (HALBERSTEIN, 2005; LEMMENS-
GRUBER et al., 2006), como também atividade antiflogistica de A. millefolium L.
foi atribuida a presenga de flavondides (BLUMENTHAU et al., 2000). As flavonas,
isoladas das partes aéreas de A. atrata L. multifida, parecem possuir atividade
antimicrobiana in vitro (ALJANCIC et al., 1999). Um estudo com extrato
metandlico de A. ageratum L. em diversos modelos experimentais mostrou
propriedades analgésicas e antipiréticas, no qual a investigacao fitoquimica do
extrato revelou a presenca de compostos polifendlicos, sugerindo que o0s
flavondides fossem os responsaveis por estes efeitos (GARCIA et al., 1997). Dois
flavondides, casticina (HAIDARA et al., 2006) e centaureidina (TRIFUNOVIC et
al., 2006), respectivamente derivados de A. millefolium e A. clavennae, mostraram
exercer atividade citotdxica. Aléem disso, os resultados de um estudo in vitro,
mostraram que os flavondides presentes no extrato de A. millefolium exibiam
atividade estrogénica (INNOCENTI et al., 2007).

O extrato bruto de A. millefolium ja foi estudado em relacdo ao efeito
hepatoprotetor contra d-galactosaminase (d-GalN) e lipopolissacarideo (LPS) que
agem induzindo hepatite em ratos e efeito antiespasmodico em preparagdes de
intestino isolado. A co-administracdo de LPS e d-GalN produziu uma taxa de
mortalidade de 100% em ratos. O pré-tratamento dos animais com extrato bruto
de A. millefolium reduziu essa taxa de mortalidade para 40%. Além disso, os
aumentos plasmaticos de ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato
aminotransferase) foram prevenidos com a administracdo do extrato de Achillea.
Também houve uma melhora na arquitetura hepatica, com auséncia de congestéao

parenquimal e diminuicdo da apoptose celular. Em preparacdées de jejuno de
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coelho isolado, o extrato bruto de A. millefolium causou um relaxamento
concentracdo-dependente tanto das contragdes espontaneas como das
contracbes induzidas por potassio, e ainda perfil de deslocamento de curva
concentracdo resposta ao calcio semelhante ao verapamil. Por isto, estes
resultados indicam que o extrato bruto de A. millefolium exibe efeito
hepatoprotetor, que pode ser parcialmente atribuido ao bloqueio dos canais de
calcio (YAEESH et al., 2006).

Outras atribuicées a A. millefolium incluem sua agao antiinflamatéria, onde
estudos mostraram este efeito para o composto azuleno (ZITTER-EGLSEER et
al., 1991; KASTNER et al., 1993). Além disso, fracdes ricas em lactonas
sesquiterpénicas mostraram exibir acdo anti-flogistica, por inibirem o edema
induzido por 6leo de créton em orelha de camundongos (DELLA LOGGIA et al.,
1992).

Outra espécie do género Achillea, a A. wilhelmsii C. Koch é amplamente
constituida de flavondides e lactonas sesquiterpénicas, que tém mostrado serem
efetivas na reducéo dos lipidios séricos e na hipertensao arterial. Em um estudo
clinico onde os individuos foram tratados com pastilhas de A. wilhelmsii C. Koch
(de 15 a 20 pastilhas duas vezes ao dia por 6 meses), observou-se uma
diminui¢cdo nos niveis de triglicerideos, colesterol total e LDL-colesterol. Os niveis
de HDL aumentaram significantemente ap6s 6 meses de tratamento. E uma
significante redugdo na pressdo sanguinea sistolica e diastolica foi observada
depois do tratamento (ASGARY et al., 2000).

O flavondide artemetina, 5-hidroxi-3,6,7,3",4"-pentametoxiflavona (figura 3),
apresentou efeitos antiinflamatérios em ratos Wistar, onde a administragao por via

oral reduziu o edema de pata induzido pela carragenina, a formacao de
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granuloma induzido por pellet de algodao e a permeabilidade vascular induzida
por histamina. Além disso, foram avaliadas também a seguranca em relacdo ao
seu uso prolongado, onde a artemetina administrada em ratos por via oral, em
doses superiores as antiinflamatérias, durante 30 dias, nao alterou o consumo de
agua e de alimentos, o ganho de peso corporal, ndo alterou parametros hepaticos
e renais, além de nao ter desenvolvido Ulceras e nem ter alterado o

comportamento dos animais (SERTIE, 1990).

OCH3;
OCH;3;

CH;0 0

CH;0 OCH3
OH O

Figura 3. Estrutura do flavonéide artemetina.

A A. millefolium é considerada uma planta de baixa toxicidade, o que
contribui com sua utilizacdo pela populacdo, sendo classificada como de uso
seguro (DUKE, 1988), além de ja ter sido aprovada pela Food and Drug
Association (FDA) em bebidas alcodlicas (BLUMENTHAL et al., 2000). Porém ha
também relatos de toxicidade, onde os constituintes quimicos citados na literatura
como potencialmente téxicos sao a canfora, a rutina, as tujonas, o terpineol, o

cineol e o acido isovalérico (DUKE, 1988).
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Apesar de A. millefolium L. ser bem conhecida na medicina tradicional
brasileira como apresentando propriedades anti-hipertensivas e diuréticas,
nenhum estudo cientifico tem demonstrado esta sua acao etnofarmacolégica. Por
isto, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito hipotensor e diurético do extrato
hidro-etandlico, fragdes e compostos obtidos das partes aéreas de A. millefolium

em ratos.
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Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o possivel efeito hipotensor e diurético do extrato, fracoes e

artemetina obtidos de Achillea millefolium L. (Asteraceae) em ratos, evidenciando

0 mecanismo de agao envolvido neste efeito.

2.2. Objetivos especificos

Verificar as diferentes doses do extrato hidroetandlico de A. millefolium
(HEAM) capazes de promover efeitos sobre a pressao arterial média de
ratos normotensos anestesiados. Além de determinar a dose efetiva,
investigar se a administracao oral do HEAM em diferentes tempos também
promove resposta hipotensora;

Verificar se as fragbes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcE),
butandlica (BT) e diferentes doses da sub-fracago DCM-2, além do
composto puro artemetina obtidas de HEAM, sdo capazes de promover
efeito hipotensor em ratos normotensos anestesiados;

Determinar se existe o envolvimento do sistema renina-angiotensina na
atividade hipotensora da artemetina;

Determinar se existe a participacao de mediadores endoteliais, em especial

o Oxido nitrico, no efeito hipotensor da artemetina;



20

o Verificar se diferentes doses do extrato hidroetandlico de A. millefolium
(HEAM) e fracdo (DCM-2) sao capazes de apresentar propriedades

diuréticas em ratos.
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ll. MATERIAIS E METODOS

3.1. Analises fitoquimicas
3.1.1. Material Botanico

A. millefolium foi fornecida pelo MSc Arquimedes Gasparotto Jr, sendo
coletada em julho de 2007 no horto de plantas medicinais da Universidade
Paranaense (UNIPAR) campus Umuarama, a 430 m de altitude acima do nivel do
mar (S23°47'55 — W53°18’48). A planta foi identificada pela Dra. Mariza Barion
Romagnolo (Departamento de Botanica, UNIPAR). Um exemplar da espécie
encontra-se depositado no herbario da UNIPAR sob niumero 2230.

O fracionamento, caracterizacdo quimica e isolamento de compostos foi
realizado pela prof. Dra. Maria Elida Alves Stefanello do Departamento de

Quimica da UFPR.

3.1.2. Preparacao do extrato hidro-etandlico, fracdes, sub-fracao e
isolamento de artemetina

As partes aéreas secas e trituradas de A. millefolium foram extraidas com
etanol 90% a temperatura ambiente. A solucdo foi concentrada em um rota-
evaporador a vacuo, filtrada e a solucao final liofilizada, fornecendo o extrato bruto
hidro-etandlico (HEAM, rendimento — 17,39%).

O HEAM foi ressuspendido em etanol-agua (EtOH-H.O) (1:1) e entédo
extraido com diclorometano (CH.Cl,) (DCM), acetato de etila (EtOAc) (AcE) e 1-
butanol (BuOH) (BT), sucessivamente. A evaporacdo do solvente rendeu as
fracbes em CH.Cl, (20%), EtOAc (10%) e BuOH (50%). A atividade foi

concentrada na fracdo CH.Cl,. Uma aliquota (4,4 g) desta fracao foi submetida a
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uma coluna cromatografica a vacuo em silica gel, eluida com éter de petréleo,
CH.Cl,, CH2Cl>-MeOH (3:1) e metanol puro (MeOH) originando 4 fracdes: F1
(0,06 g), F2 (1,22 g), F3 (2,68 g) e F4 (0,74g). A fracdo F2 (DCM-2) foi entao
submetida a uma coluna cromatografica em silica gel eluida com acetato de etila
e hexano, gerando 20 fragdes. A fracdo 17 (60 mg) rendeu artemetina quase
pura. Esta foi purificada através de uma coluna cromatografica em camada
delgada preparativa com hexano-CH.Cl>-MeOH (2:1:0.1) gerando a artemetina
pura (13,8 mg), um flavondide previamente reportado em A. millefolium
(CSUPOR-LOFFLER et al., 2009). Este composto foi identificado por 'H e '*C
RMN (200 MHz, CDCI3) e comparado com dados relatados anteriormente
(BARBERA et al., 1986).

Para os testes, tanto o extrato como as fracbes foram solubilizados em
solucdo aquosa com 5% Tween 80 em um volume final de 1 mL imediatamente
antes da administracdo. O flavondide artemetina (solucao estoque) foi solubilizado
em uma solucao de bicarbonato de sddio (0,5%) e o volume final completado com
solucao salina (0,9%).

Os passos do fracionamento bio-monitorado estdo esquematizados na

figura 4.
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Partes aéreas Extragdo com Etanol-Agua (9:1)

A. millefolium (5009)

Extrato Hidro-etandlico (86,959)

Sobrenadante aquoso Residuo (10,19)
(450 ml)

Particao liquido-liquido

DCM (7,99) BT (18,39) AcE (3,29)

Coluna rapida em silica-gel eluida com
solventes de polaridade crescente

F2
(0,519)
Purificacéao
Coluna Cromatografica F{7 (CCDP)
Aberta (0,10g) Artemetina (14mg)

Figura 4: Fluxograma do processo de fracionamento de A. millefolium.

DCM - fracao diclorometano; BT — fragdo butandlica; AcE — fracdo acetato de
etila; F2 — sub-fracado DCM-2; CCDP - cromatografia em camada delgada
preparativa.

3.2. Analises farmacologicas
3.2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (220-280 g), com idade entre 3 e 4
meses, fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Até a realizacdo dos experimentos, 0s animais tiveram livre

acesso a ragao e agua. A temperatura ambiente foi mantida em 22 £ 2°C e o
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ciclo claro/escuro de 12 horas. Algumas destas metodologias ja sao realizadas
rotineiramente no laboratério de Validagcdo de Produtos Naturais com atividade
anti-hipertensiva e outras metodologias foram padronizadas. Todos os
procedimentos foram submetidos ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, sob nimero

de autorizacéo 240.

3.2.2. Drogas

Para a execucao dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
drogas e reagentes: Cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KClI),
bicarbonato de sédio (NaHCO3), sulfato de magnésio (MgSQ,), cloreto de calcio
(CaCly), dihidrogenofosfato de potassio (KHoPOQO,), glicose e acetilcolina foram
obtidas da Merck (Alemanha), angiotensina |, angiotensina Il, bradicinina, N-w-
Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME), captopril, losartan, hidroclorotiazida, o-
ftaldialdeido, N-hipuril-His-Leu hidrato, reagente de Griess, sulfato de zinco, todas
obtidas da Sigma (St. Louis, MO, USA), xilazina, cetamina e tiopental foram
adquiridas da Bayer.

Bradicinina e angiotensinas | e Il (solugéo estoque) foram dissolvidas em acido
cloridrico (0,5 N). Todas as outras drogas foram preparadas em solucao salina

(0,9%).

3.2.3. Procedimento para o registro direto da pressao arterial em ratos
anestesiados
Os animais (ratos machos) foram anestesiados com cetamina (100 mg/kQ)

e xilazina (20 mg/kg), administradas pela via intramuscular e suplementadas a
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intervalos de 45 — 60 minutos. Apds a fixacado do animal em decubito ventral, a
veia femoral esquerda foi localizada e dissecada para insercdo de uma agulha
conectada a um cateter de polietileno (PE 20), destinado a administracdo das
drogas e solucoes empregadas neste estudo. Imediatamente ap6s a canulagao
da veia femoral, 30 Ul de heparina, diluida em solucdo salina, foi administrada
para prevenir coagulos e obstrugdo das canulas. Todos os animais foram
submetidos a traqueostomia e mantidos sob respiracdo espontanea. A artéria
carétida esquerda de cada animal foi localizada e cuidadosamente isolada do
nervo vago e tecidos adjacentes. Com auxilio de linha de sutura, o fluxo
sanglineo da artéria carétida foi interrompido na altura de sua extremidade distal,
enquanto o fluxo em sua extremidade proximal foi temporariamente suprimido
pela compressdao com uma pinca curva. Utilizando-se uma tesoura oftalmolégica,
um pequeno corte foi realizado na regiao medial da porcao da artéria carétida
clampeada, servindo como via para insercao de um catéter de polietileno (PE 20),
devidamente heparinizado, que foi firmemente conectado a artéria e destinado a
mensuragao continua da pressao arterial. Ao final dos experimentos, todos os
animais foram sacrificados através de uma overdose de tiopental (superior a
40mg/Kg i.v.).

Os regqistros foram obtidos por meio de transdutores de pressédo acoplados
a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, MacLab ADI Instruments, EUA)
conectados a um computador Macintosh contendo um software especifico de

integracao (Chart v 4.00, PowerLab/MacLab, ADI Instruments, EUA).

3.2.4. Avaliacao dos efeitos de HEAM, fracoes e artemetina na pressao

arterial média (PAM) de ratos
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Nestes experimentos uma Unica dose de HEAM (100 mg/kg, v.0.), ou
veiculo (CT), foram administrados aos animais 1,5, 3, 6 e 12 horas antes da
mensuracao da PAM. A cirurgia foi iniciada 30 minutos antes do tempo desejado.
Um intervalo de 15 minutos foi dado, e entdo a PAM foi mensurada por mais 30
minutos. Outros grupos receberam HEAM (30-300 mg/kg, v.0.) ou veiculo e
tiveram a PAM mensurada no tempo de 3 horas. O mesmo protocolo foi seguido
para as fragdes, onde diferentes grupos receberam fracdo butandlica (50 mg/kg,
v.0.), fracdo acetato de etila (10 mg/kg, v.0.), fracdo diclorometano (20 mg/kg,
v.0.), subfracdo DCM-2 (3, 10 e 30 mg/kg, v.0.) ou controle. E ainda, para avaliar
os efeitos da artemetina, o tratamento oral (1,5 mg/kg) no tempo de 3 horas, e
injecdo intravenosa (nas doses de 0,15, 0,35, 0,75 ou 1,5 mg/kg) ou controle
(veiculo — salina) foram realizados. Todas as doses utilizadas nestes
experimentos foram calculadas a partir do rendimento do processo extrativo,

baseado na dose em que o HEAM apresentou eficacia.

3.2.5. Efeito da pré-administracao de artemetina sobre a elevacao da PAM

induzida por angiotensina | e angiotensina Il

Todas as drogas foram dissolvidas em salina e administradas em 200 pl de
bolus intravenoso. O protocolo seguido foi adaptado de MONTENEGRO et al.,
(2009). Depois da avaliacao da PAM basal, os animais receberam angiotensina |
(Ang 1) ou angiotensina Il (Ang IlI) nas doses de 0,1, 1 e 3 nmol/kg. Todas as
doses foram selecionadas com base em estudos anteriores (LIMA-LANDMAN et
al., 2007). Quando a PAM retornava aos valores basais, artemetina (0,75 mg/kg)

ou grupos controle (captopril na dose de 10 nmol/kg, losartan na dose de 1,0
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mg/kg), ou somente salina (0,9%), foram administrados 5 minutos antes e o
protocolo foi repetido (Ang | ou Ang Il). As mudangas na PAM foram calculadas
como a diferencga entre os valores basais e aos maiores valores mensurados apos

a administragéo de cada dose de Ang | ou Ang II.

3.2.6. Efeito da pré-administracao de artemetina sobre o efeito hipotensor da
bradicinina

Todas as drogas foram dissolvidas em salina e administradas em 200 ul de
bolus intravenoso. Para este protocolo seguimos o modelo descrito por
MONTENEGRO e cols (2009). Depois da avaliacao da PAM basal, os animais
receberam administracao intravenosa de bradicinina (BK) na dose de 10 nmol/kg.
Dose selecionada com base em estudos anteriores (LIMA-LANDMAN et al.,
2007). Quando a PAM retornava aos valores basais, artemetina (0,75 mg/kg),
captopril (10 nmol/kg) ou somente salina (0,9%), foram administrados por um
periodo de 5 minutos e o protocolo foi repetido (BK). As mudancas na PAM foram
calculadas como a diferenca entre os valores basais € aos menores valores

mensurados apos a administracao de BK.

3.2.7. Efeito da artemetina sobre a atividade da enzima conversora de

angiotensina (ECA) plasmatica

Para este ensaio de atividade da ECA ex vivo, foram coletadas amostras
de sangue da aorta abdominal de animais anestesiados pré-tratados, 3 horas
antes, com artemetina (1,5 mg/kg), captopril (20 mg/kg) e controle (veiculo —

tween 5% + agua destilada). O sangue foi acondicionado em tubos e
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centrifugados a 1.000 g (10 minutos, 4 °C) para separacdo do plasma. As
amostras foram aliquotadas e armazenadas em freezer -70 °C até a realizagéo
das dosagens. O soro (10 pL) foi incubado com 490 pL de uma solugéo contendo
5 mM Hip-His-Leu em 0.4 M tampéo fosfato de sédio, pH 8.3, € 0.9 M NaCl por 15
min a 37 °C. A reacao foi cessada com a adicdo de 1,2 mL de NaOH 0,34 N. O
produto, His-Leu, foi mensurado fluorometricamente (365 nm excitacdo e 495
emissao, Aminco Model J4-7461 fluoromonitor, American Instrument Co., Silver
Springs, MD) depois da adigdo de 100 pL de o-ftaldialdeido (20 mg/ml) em
metanol, e ap6s 10 minutos seguiu-se com a adicdo de 200 uL de HCI 3 N e

centrifugacéao a 800 g por 5 min a temperatura ambiente.

3.2.8. Efeito da artemetina sobre a atividade da enzima conversora de

angiotensina (ECA) vascular

Para o ensaio de atividade da ECA in vitro utilizamos as aortas toracicas
descendentes dos mesmos animais tratados para a coleta de sangue, conforme
descrito no item 3.2.7. Ap6s a remocao do seu tecido conectivo, a aorta foi
seccionada em anéis e acondicionada através de hastes conectadas a
transdutores, em cubas de vidro contendo solugdo nutritiva de Krebs em mM:
NaCl 110,8, KCI 5,9, NaHCO; 25,0, MgSO4 1,07, CaCl, 2,49, NaH,PO4 2,33 e
glicose 11,51; aerados com carbogénio (95% 0./5% CO,), mantidos a uma
temperatura de 37 °C e submetidos a tensédo basal de 1 g. Foi adotado um
intervalo de uma hora com trocas da solugcdo nutritiva a cada 15 min, para
estabilizacao das preparacoes. Em seguida, as preparacées foram expostas a
uma curva concentragcao resposta a angiotensina | (1 nM — 10 uM). Os valores de

responsividade a vasoconstricio (em gramas) do grupo controle foram
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comparados com os resultados obtidos com os grupos que receberam tratamento
com artemetina ou captopril. Os registros foram obtidos por meio de transdutores
isométricos, acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, ADI
Instruments, Austrélia) conectados a um computador contendo um software

especifico de integracao (Chart v7.00, PowerLab, ADI Instruments, Australia).

3.2.9. Avaliacao dos efeitos da artemetina sobre a PAM de ratos expostos a

infusao de L-NAME

Os animais foram preparados para o registro da PAM conforme descrito
anteriormente (item 3.2.3) e a veia femoral contra-lateral aquela utilizada para a
administragdo em bolus foi igualmente canulada e conectada a uma bomba de
infusdo continua (modelo EFF 311, Insight®, Ribeirdo Preto, SP). Apds o periodo
de estabilizagdo da PAM os animais foram infundidos continuamente com N-w-
Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME; 7 mg/kg/min — correspondente a 10 pl/min)
por 30 minutos. Apds esse periodo foi administrado, pela outra veia femoral,
artemetina (0,75 mg/kg), acetilcolina (10 nmol/kg) ou apenas salina, com
intervalos de 10 minutos entre cada administracdo. O mesmo procedimento foi
repetido com outro grupo de animais, porém nao foi administrado infusdo com L-
NAME. Este protocolo bem como as doses utilizadas de cada droga foram

baseados em estudos anteriores (CRESTANI et al., 2009).
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3.2.10 Dosagem dos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NOx).

Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal de animais
anestesiados pré-tratados, 3 horas antes, com artemetina (1,5 mg/kg), captopril
(20 mg/kg) ou controle (veiculo — tween 5% + agua destilada). O sangue foi
acondicionado em tubos e centrifugados a 1.000 g (10 minutos, 4 °C) para
separacao do plasma. As amostras foram aliquotadas e armazenadas em freezer

-70 °C até a realizagéo das dosagens.

As amostras de plasma foram desproteinizadas com sulfato de zinco
diluido 1:1 com agua Milli-Q. Para a conversao do nitrato a nitrito, as amostras de
plasma foram incubadas, a 372 C durante 2 horas em presenca da nitrato
redutase expressa em E. coli. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas para a remogao da bactéria. Em seguida 100 pl do sobrenadante
misturados com o0 mesmo volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em
10% de acido fosférico/0,1% de alfa-naftil-etilenodiamina em agua de Milli-Q)
foram colocados em placas de 96 pocos para leitura a 540 nm em um leitor de
placas. Curvas padrao de nitrito e nitrato (0 a 150 pM) foram realizadas

simultaneamente.

3.2.11. Atividade diurética

Para a determinagéo da atividade diurética seguimos o0 modelo descrito por
KAU e cols (1984), onde 8 horas antes do teste os ratos tiveram acesso somente
a agua, e em seguida os ratos machos (n = 5) foram pré-tratados com uma
solucao de salina (5% do peso corporal) via oral, e uma hora ap6s distribuidos em

7 diferentes grupos: grupo controle (tratado com agua destilada acrescido de 5%
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de Tween 80 que foi utilizado como veiculo para solubilizacao do extrato — 5 mi/kg
do peso corporal), grupo controle positivo (tratado com hidroclorotiazida (HCTZ),
10 mg/kg — 5 ml/kg do peso corporal) e os grupos tratados com HEAM -
(administrados 5 ml/kg do peso corporal de HEAM 30, 100 e 300 mg/kg) e
subfracdo DCM-2 (administrados 5 ml/kg do peso corporal de DCM-2 10 e 30
mg/kg). Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas e o volume de urina
medido a cada 2 h durante 8 h. Apds este periodo, a excrecdo cumulativa da
urina foi calculada em relacdo ao peso corporal e expressa como ml/100g de peso
corporal. As concentracoes de eletrélitos (Na* e K'), pH, densidade e
condutividade foram estimadas de cada amostra de urina coletada de cada animal
no final do experimento (8h).

As concentragdes de Na® e K* foram mensuradas usando fotdmetro de
chama (Jenway Corp. modelo PFP7). O instrumento foi calibrado com solugcao
padrdo contendo diferentes concentracoes de Na* e K*, e foram feitas as leituras
das amostras, previamente diluidas em agua destilada (1:200), sob comprimentos
de onda especificos (Na* - 589nm e K* - 768nm).

A condutividade e pH foram diretamente determinadas nas amostras frescas
de urina usando um condutivimetro (LF-320 WTF), e um pHmetro (HI-8424,
Hanna Instruments), respectivamente. A estimacao da densidade foi feita pelo
peso da amostra em balancga analitica (Mettel AE 163) sob o volume mensurado

com o auxilio de micropipetas.

3.2.12. Analise dos resultados e testes estatisticos
Os resultados foram expressos como a média + erro padrdao medio (S.E.M)

de 4-8 animais. Todos os graficos apresentados foram produzidos com o auxilio
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do programa GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows. Para a andlise
estatistica, foram utilizados a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida
pelo teste t de Bonferroni ou o teste t de Student, para amostras ndo pareadas.
Foram considerados estatisticamente significantes os testes cujo valor de p foi

menor que 0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Analise Fitoquimica

O espectro de RMN 'H obtido da fracdo DCM revelou presenca abundante
de impurezas, com deslocamentos quimicos minoritarios que poderiam sugerir a
presenca de metabdlitos secundarios (Figura 5A). Com a purificacao da fracao
DCM e obtencdo do espectro de RMN 'H da sub-fragdo DCM-2, foi possivel
verificar a presenca de deslocamentos quimicos caracteristicos de flavonoides
(presenca de radicais metoxilados, anéis aromaticos, e radical hidroxila), porém
ainda apresentava diversos deslocamentos caracteristicos a presenca de
impurezas (Figura 5B). Com a purificacao da sub-fracdo DCM-2, foi possivel obter
a artemetina purificada, em que seu espectro revelou os deslocamentos quimicos
de seus radicais, hidroxila e metoxilas, além da regido de anéis aromaticos, muito
semelhante a fragdo anterior, porém com eliminagdo das impurezas (Figura 5C).
A sobreposicdo dos espectros obtidos da fracado DCM, DCM-2 e composto
isolado, mostra que o fracionamento permitiu o isolamento do composto

majoritario da fracao inicial com eliminagdo das impurezas (Figura 5D).
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Figura. 5. Analise RMN 'H. (A) — Espectro obtido da fracido DCM; (B) — Espectro obtido
da sub-fracdo DCM-2; (C) — Espectro de artemetina purificada; (D) — Sobreposi¢cdo dos
espectros obtidos da fragdo DCM, DCM-2 e de artemetina.
4.2. Efeito hipotensor do extrato hidro-etandlico de A. millefolium (HEAM)
em ratos normotensos anestesiados

Para todos os protocolos realizados os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento cirargico descrito no item 3.2.3. Em animais controle, os valores da
pressao arterial média (PAM) basal foram de 116,4 = 2,5 mm Hg. Trés horas
apds, mas nao em outros tempos analisados, o tratamento oral com HEAM (100
mg/kg) reduziu a PAM de ratos normotensos anestesiados em 13,0 £ 1,0 mm Hg.
(Figura 6A), quando comparado com o grupo controle (tratado com veiculo).
Baseado na dose que reduziu significantemente a PAM (3 horas), os
experimentos com outras doses de HEAM (30 e 300 mg/kg) foram realizados.
HEAM foi capaz de reduzir a PAM de ratos normotensos anestesiados, nas doses
de 100 e 300 mg/kg, com reducdo maxima de 13,0 + 3,0 mm Hg (300 mg/kg)

quando comparado com o grupo controle (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito hipotensor induzido por HEAM em ratos normotensos
anestesiados. (A) Pressao arterial média (mm Hg) em ratos pré-tratados via oral com
HEAM (100 mg/kg) em diferentes tempos (1,5, 3, 6 e 12 horas). (B) Pressao arterial
média (mm Hg) em ratos pré-tratados (3 horas) via oral com HEAM (30, 100 e 300
mg/kg). Os animais controle (CT) receberam apenas veiculo. Resultados expressos como
a média * erro padrdao da média. A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde **p<0,01 e ***p<0,001 em
relag@o ao grupo controle.
4.3. Efeito das fracGes obtidas de A. millefolium na pressao arterial média de
ratos normotensos anestesiados

O pré-tratamento via oral (3 horas) com a fragdo DCM, mas ndo com a BT
e AcE, reduziu a PAM de ratos normotensos anestesiados em 11 £ 1 mm Hg, na
dose de 20 mg/kg, comparado com o grupo controle, que neste experimento
apresentaram PAM de 107,2 = 1,1 mm Hg (Figura 7A). Através de estudos
fitoquimicos, a sub-fracdo DCM-2 foi obtida e entdo testada nas mesmas
condi¢cbes das demais fragdes. A sub-fracdo DCM-2 também foi capaz de reduzir

a PAM de ratos normotensos anestesiados (10 e 30 mg/kg), 3 horas apés o

tratamento oral, com reducées de 10 £ 1 e 11 £ 2 mm Hg respectivamente,
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comparado com o grupo controle, que apresentaram PAM basal de 114,8 £ 2,8

mm Hg (Figure 7B).
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Figura 7. Efeito hipotensor induzido pelas fracoes DCM e DCM-2 em ratos
normotensos anestesiados. (A) Pressao arterial média (mm Hg) em ratos pré-tratados
via oral (3 horas) com as fracdes DCM, BT e AcE, respectivamente nas doses de 20, 50 e
10 mg/kg. (B) Pressao arterial média (mm Hg) em ratos pré-tratados via oral (3 horas)
com DCM-2 (3, 10 e 30 mg/kg). Os animais controle (CT) receberam apenas veiculo.
Resultados expressos como a média * erro padrdao da média. A diferenga entre os grupos
foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde
**p<0,01 em relagéo ao grupo controle.
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4.4. Efeito do tratamento oral e injecao intravenosa de artemetina sob a PAM
de ratos normotensos anestesiados

O composto isolado artemetina, alterou a PAM de ratos normotensos
anestesiados em 8 £+ 3 mm Hg comparado com o grupo controle (PAM basal de
106,9 = 2,44 mm Hg), na dose de 1,5 mg/kg, 3 horas apo6s o tratamento oral
(Figura 8A). Ainda, a administragéo intravenosa de artemetina, em ratos, resultou
em um significante efeito hipotensivo, com reducédo dose-dependente da PAM de
5,6 £0,9, 11,0 £ 1,0 e 11,5 £ 1,5 mm Hg, respectivamente nas doses de 0,35,

0,75 e 1,5 mg/kg, comparados com o grupo controle (Figura 8B).
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Figura 8. Efeito hipotensor da artemetina obtida de A. millefolium em ratos
normotensos anestesiados. (A) Pressao arterial média (mm Hg) em ratos pré-tratados
via oral com artemetina (3 horas), na dose de 1,5 mg/kg. Os animais controle receberam
apenas veiculo. (B) Efeito hipotensor da administragao intravenosa de artemetina (0,35,
0,75 e 1,5 mg/kg) em ratos. Os animais controle receberam somente veiculo. Resultados
expressos como a média = erro padrdo da média. A diferenga entre os grupos foi
verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde
*p<0,05 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo controle e #p<0,05 quando comparado ao
grupo artemetina 0,35 mg/kg (figura B), e para as amostras ndo pareadas teste t de
Student (figura A).
4.5. Efeito da artemetina na resposta vascular a angiotensina |

Para investigar o mecanismo de agao deste flavondide, foi realizado o teste
de atividade da ECA em modelo animal in vivo. Inicialmente, avaliamos o efeito do
captopril (10 nmol/kg), um inibidor da atividade da ECA de referéncia clinica, que
foi capaz de reduzir o efeito hipertensivo induzido pela Anglem 75 +7,59+7 e
55 + 7 %, respectivamente nas doses de 0,1, 1 e 3 nmol/kg, quando comparado
com o grupo controle (Figura 9A).

A administracdo intravenosa de uma Uunica dose de artemetina (0,75

mg/kg), em ratos normotensos anestesiados, resultou em uma reducdo da



41

resposta hipertensiva induzida pela Ang | em 49 =7, 37 £ 7 e 37 £ 9 %,
respectivamente nas doses de 0,1, 1 e 3 nmol/kg, comparados com 0 grupo
controle (Figura 9A).

O tempo de duracao do efeito hipertensivo induzido pela Ang | (segundos)
também foi investigado, e tanto a artemetina quanto o captopril foram capazes de
reduzir este tempo de efeito. A administragdo intravenosa de artemetina (0,75
mg/kg) resultou em uma pequena reducdo, mais estatisticamente significante, do
tempo do efeito da Ang l em 21 £ 3, 25 £ 3 e 24 + 10 %, respectivamente. E a
administragcdo intravenosa de captopril (10 nmol/kg), resultou em uma reducéao do
tempo de efeito da Ang | em 55 £ 7, 49 + 11 e 47 £ 13 %, respectivamente,

comparados com o grupo controle (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito da artemetina na resposta vascular a angiotensina | em ratos
normotensos anestesiados. (A) Alteracdo na PAM (mm Hg) em ratos apés
administracao intravenosa de angiotensina | (0,1, 1 e 3 nmol/kg), com o pré-tratamento
intravenoso (5 minutos) com veiculo, artemetina (0,75 mg/kg) ou captopril (10 nmol/kg).
(B) Duracdo do tempo de efeito (segundos) da resposta hipertensiva induzida pela
angiotensina | (0,1, 1 e 3 nmol/kg), com o pré-tratamento com artemetina (0,75 mg/kg) ou
captopril (10 nmol/kg). Os animais controle receberam somente veiculo. Resultados
expressos como a média = erro padrdo da média. A diferenga entre os grupos foi
verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde
*p<0,05 e **p<0,001 em relagéo ao grupo controle.

4.6. Efeito da artemetina sobre a atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) plasmatica e vascular

Foram encontradas alteragdes significativas nas amostras coletadas de
animais pré-tratados tanto com artemetina (1,5 mg/kg, v.0.) como com captopril
(20 mg/kg, v.o0.), comparados com as amostras coletadas de ratos do grupo
controle (161,9 + 7,8 his-leu nmol/min™/ml™), evidenciando a reducéo na atividade
da ECA plasmatica (101,8 + 12 his-leu nmol/min™/mI™ e 96 + 16 his-leu nmol/min

'/ml™"), respectivamente para os grupos artemetina e captopril (Figura 10A). Da
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mesma forma, foi possivel observar grande reducéo na atividade da ECA vascular
nas preparacbes de aorta submetidas a vasoconstricido induzida pela
angiotensina | (1 nM — 10 uM), onde os grupos tratados com artemetina (1,5
mg/kg) e captopril (20 mg/kg) apresentaram variagdes de 63 a 89 % na reducao

da resposta contratil quando comparado com o grupo controle (Figura 10B).
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Figura 10. Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) plasmatica e
vascular em ratos tratados com artemetina. Os animais receberam tratamento via oral
3 horas antes, com artemetina (1,5 mg/kg), captopril (20 mg/kg) ou veiculo (controle). (A)
A atividade da ECA plasmatica foi mensurada pelo método fluorométrico usando Hip-his-
leu como substrato. (B) Atividade da ECA vascular em preparagdes de aorta coletadas
dos mesmos animais, submetidas a vasoconstricdo induzida por angiotensina | (1 nM —
10 uM). Resultados expressos como a média * erro padrao da média. A diferenca entre
os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de
bonferroni, onde *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao grupo controle.

4.7. Efeito da artemetina na resposta vascular a bradicinina

Baseado nos resultados obtidos acima, a artemetina parece exibir um efeito
inibitério sobre a atividade da ECA, foi investigado se esta inibicAdo estaria
aumentando o efeito da bradicinina, ja que desta forma, ela poderia ser menos
degradada. Tanto a pré-administracdo intravenosa de artemetina (0,75 mg/kg)
como a de captoprii (10 nmol/kg), ndo foram capazes de aumentar
significativamente a acao hipotensora da bradicinina, em ratos normotensos
anestesiados, comparados com o controle (Figura 11A). Porém, a duracado do

tempo do efeito hipotensor da bradicinina foi bastante aumentada para ambas as
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drogas, em 118 + 29 e em 146 = 35 %, respectivamente para artemetina e

captopril (Figura 11B).
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Figura 11. Efeito da artemetina na resposta vascular a bradicinina. (A) PAM (mm Hg)
apods administracdo intravenosa de bradicinina (10 nmol/kg) com o pré-tratamento (5
minutos antes) com veiculo, artemetina (0,75 mg/kg) e captopril (10 nmol/kg), em ratos
normotensos anestesiados. (B) Duracdo do tempo de efeito (segundos) da resposta
hipotensora induzida pela bradicinina (10 nmol/kg), com o pré-tratamento com veiculo,
artemetina (0,75 mg/kg) ou captopril (10 nmol/kg). Os animais controle receberam
somente veiculo. Resultados expressos como a média + erro padrdo da media. A
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diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste t de bonferroni, onde **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo controle.

4.8. Efeito da artemetina na resposta vascular a angiotensina Il

Para verificar se o efeito hipotensor da artemetina nao envolveria o bloqueio
de receptores AT impedindo assim a ac¢ao da angiotensina Il, prosseguimos com
a avaliacao do envolvimento do sistema renina-angiotensina.

A administracéo intravenosa, de uma unica dose de artemetina (0,75 mg/kg),
5 minutos antes, em ratos normotensos anestesiados, ndo resultou em reducéo
da resposta hipertensiva induzida pela Ang Il (0,1, 1 e 3 nmol/kg) e também néao
alterou o tempo do efeito hipertensivo da Ang I, comparado com o controle,
sugerindo que ndo ha envolvimento no bloqueio dos receptores de Ang Il para o
efeito hipotensor da artemetina. Ja o controle positivo, droga de referéncia clinica
utilizada, losartan (1 mg/kg), reduziu o efeito da Ang Il em 68 + 11,55 + 9 e 51 =
10 %, respectivamente nas doses de 0,1, 1 e 3 nmol/kg. Losartan também foi
capaz de reduzir a duracao do tempo de efeito hipertensivo da Ang Il em 43 £ 5,

55+ 1 e 43+ 2 %, comparado com o controle (Figura 12A e 12B).

>
3

**

**

-O- Controle
4 Artemetina (0,75 mg/kg)
& |osartan (1 mg/kg)

0.1 1 3
Angiotensina Il (nmol/kg)

Elevacao PAM (mm Hg)
W
o

o
L




47

B Controle
600- [C] Artemetina (0,75 mg/kg)

Losartan (1 mg/kQ)

T T I

Tempo de efeito (s)
(6]
o
e

o113 o011 3 011 3

Angiotensina Il (nmol/kg)

Figura 12. Auséncia de envolvimento dos receptores de angiotensina Il no efeito
hipotensor da artemetina em ratos normotensos anestesiados. (A) Elevacdo da PAM
(mm Hg) apés administracdo intravenosa de angiotensina Il (0,1, 1 e 3 nmol/kg) com o
pré-tratamento com veiculo, artemetina (0,75 mg/kg) ou losartan (1 mg/kg). (B) Duracao
do tempo de efeito (segundos) da resposta hipertensiva induzida pela angiotensina Il
(0,1, 1 e 3 nmol/kg), com o pré-tratamento com veiculo, artemetina (0,75 mg/kg) ou
losartan (1 mg/kg). Os animais controle receberam somente veiculo. Resultados
expressos como a média = erro padrdo da média. A diferenga entre os grupos foi
verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde
**p<0,01 em relagcédo ao grupo controle.

4.9. Avaliacao do envolvimento do 6xido nitrico no efeito hipotensor da
artemetina

Os animais tratados continuamente com L-NAME (7 mg/kg/min) tiveram um
aumento sustentado da PAM em cerca de 60 mm Hg, ou seja, um estado agudo
de hipertensdo, pois o L-NAME tem a propriedade de inibir a enzima NOS,
impedindo assim a formacgéao de éxido nitrico (Figura 13B).

No grupo controle, ndo infundidos com L-NAME, a administragdo

intravenosa de artemetina, na dose de 0,75 mg/kg, reduziu a PAM em 10,6 + 0,7
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mm Hg. E no grupo infundido com L-NAME, inibidor da NOS, a artemetina (0,75
mg/kg, i.v.) continuou promovendo efeito hipotensor, de 14,80 + 0,99 mm Hg, o
que nos sugere que o efeito hipotensor da artemetina seja independente da
liberacdo de 6xido nitrico. O controle positivo utilizado, acetilcolina, conhecida por
produzir efeitos hipotensores independentes da liberacdo de NO, promoveu
efeitos semelhantes, onde nos animais controles promoveu uma redug¢ao da PAM
em 29,5 + 1,983 mm Hg e nos animais infundidos com L-NAME promoveu uma

reducao da PAM em 32,1 £ 1,8 mm Hg (Figura 13A).
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Figura 13. Efeito hipotensor da artemetina na presenca do L-NAME. (A) — Resposta
da administragc&o intravenosa de artemetina (0,75 mg/kg) e de acetilcolina (10 nmol/kg)
na auséncia e presenca de L-NAME. (B) — Registro da elevagdo da PAM na presenca do
L-NAME e resposta da acetilcolina (10 nmol/kg) e artemetina (0,75 mg/kg). Os animais
controle receberam somente veiculo. Resultados expressos como a média + erro padrao
da média. A diferenga entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste t de bonferroni.

4.10. Efeito da artemetina nos niveis plasmaticos de nitrito + nitrato (NOx)

Os niveis de NO foram quantificados mensurando-se a soma das
concentracdes de nitrato + nitrito, que por meio de regressao linear, os valores
foram expressos como UM de NOx (nitrato e nitrito). Porém, tanto o tratamento
com artemetina (1,5 mg/kg) como com captopril (20 mg/kg) nao foram capazes de
alterar estes niveis de NO significativamente quando comparados com o0 grupo

controle (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da artemetina nos niveis plasmaticos de nitrito + nitrato (NOx). Os
animais foram tratados 3 horas antes da coleta de sangue com veiculo, artemetina (1,5
mg/kg) ou captopril (20 mg/kg), por via oral. Os animais controle receberam somente
veiculo. Resultados expressos como a média * erro padrdao da média. A diferenca entre
os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de
bonferroni.

4.11. Avaliacao da atividade diurética do HEAM e sub-fracao DCM-2 em ratos

Os diferentes parametros analisados para o HEAM e sub-fracdo DCM-2 em
testes animais, bem como as concentracées de eletrélitos (Na* e K*), estdo
inclusos nas tabelas 1-2.

A tabela 1 mostra o volume urinario (ml / 100 g / 8 h) e o conteudo de
eletrélitos (mmol/L / 8 h) nas amostras de urina dos animais tratados com HEAM,
DCM-2, HCTZ e grupo controle (veiculo), e a tabela 2 mostra outros parametros
relacionados com a excrecdo de eletrdlitos como a condutividade, pH e
densidade.

O diurético de referéncia HCTZ induziu um aumento na excreg¢ao de urina

em 72 + 6 %, e entre 51 + 7 % e 49 + 7 % para a excregdo de Na* e K7,
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respectivamente, quando comparados com o grupo controle ndo-tratado (Tabela
1).

A tabela 1 também mostra que HEAM promoveu um aumento importante
na excregao urindria na maior dose administrada em 37 * 4 %, comparado com o
grupo nao-tratado. A excrecdo de eletrélitos induzida pelo HEAM mostrou um
aumento dose-dependente quando comparado com o controle, em 33 + 7 % para
a excregdo de Na* e 47 + 4 % para a excrecao de K".

A tabela 1 ainda mostra que a sub-fracdo DCM-2 também promoveu
grande aumento na excrecdao urinaria na dose de 30 mg/kg em 90 + 6 %,
comparado com o grupo nao tratado. Houve também grande aumento na
excrecao de eletrdlitos com a administracdo da sub-fracdo DCM-2, em 45 = 3 %
para a excrecdo de Na* e 36 + 7 % para a excregdo de K*, quando comparados
com o controle.

Por outro lado, somente a HCTZ foi capaz de aumentar significativamente
a condutividade das amostras analisadas, quando comparado com as amostras
controle (Tabela 2). Nao houve alteragdao no pH e na densidade para nenhum dos

grupos analisados.



Tabela 1 - Efeito da administracao oral de HEAM e DCM-2 no volume urinario e excregao de eletrdlitos.

Grupo n Volume urina indice Na* (mmol/L) K* (mmol/L) _indice Na/K
(mL/100 g/ 8h) diuréti salurético®
co® Na* K*
Controle 5 2.85+0.18 - 100.00 + 3.85 33.03 +2.43 - -
HCTZ (10 mg/kg) 5 4.90 + 0.40 *** 1.71 | 151.00 £ 7.00*** | 49.23 +2.35** | 1.51 1.49
HEAM (30 mg/kg) 5 3.16 + 0.53 1.10 100.30 £ 11.20 41.38 £+ 6.86 1.00 1.25
HEAM (100 mg/kg) 5 3.45+0.35 1.21 | 120.80 +8.32* 45.38 + 5.61 1.20 1.37
HEAM (300 mg/kg) 5 3.90+0.38* 1.36 133.00 £ 6.88*** | 48.63 +4.51* 1.33 1.47
DCM-2 (10 mg/kg) 5 3.7 +0.59 1.30 | 124.2+9.26* 37.00 + 6.07 1.24 1.12
DCM-2 (30 mg/kg) 5 5.69 +0.74 *** 1.99 | 144.6 £9.05*** 45.00 + 3.66* 1.44 1.36
Resultados expressos como a média dos valores * erro; n = numero de animais em cada grupo. * P< 0.05, ** P< 0.01 e *** P<

0.001 em comparagao com o grupo controle (veiculo) - ANOVA - tde bonferroni.

a[ndice diurético = volume grupo problema/volume grupo controle.
®indice salurético = mmol/L grupo problema/mmol/L grupo controle.
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Tabela 2 - Efeito da administragéo oral de HEAM e DCM-2 na condutividade, pH e densidade.

Grupo n Condutividade (mS/cm) pH Densidade (g/mL)
Controle 5 15.60 £ 0.22 5.86 + 0.08 0.99 + 0.01
HCTZ (10 mg/kg) 5 17.00 £ 0.41** 6.00 £ 0.10 0.98 £ 0.01
HEAM (30 mg/kg) 5 14.92 + 1.34 5.50+0.10 0.95 £ 0.04
HEAM (100 mg/kg) 5 16.78 £ 0.45 5.86 £ 0.07 0.91 £ 0.01
HEAM (300 mg/kg) 5 16.56 £ 0.53 5.63+0.16 0.89 £0.03
DCM-2 (10 mg/kg) 5 16.19 £ 0.15 5.79 £0.17 1.012 £ 0.001
DCM-2 (30 mg/kg) 5 16.05 £ 0.17 6.04 £ 0.08 1.009 £ 0.001

Resultados expressos como a média dos valores + erro; n = numero de animais em cada grupo. ** P< 0.01 em comparagé&o com
o grupo controle (veiculo) - ANOVA - tde bonferroni.
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V. DISCUSSAO

Apesar de existir uma vasta gama de excelentes agentes anti-hipertensivos
disponiveis para o tratamento da hipertensao arterial sistémica (HAS) nos dias
atuais, problemas cardiovasculares relacionados a esta patologia continuam a
afetar milhdes de pessoas em todo o mundo. Além disso, algumas drogas
apresentam custo elevado, e assim nao disponivel para os segmentos mais
pobres da sociedade (CHOBANIAN et al., 2003). Deste modo, a descoberta de
novas substancias com atividade anti-hipertensiva, com baixo custo, poucos
efeitos adversos € ainda um aspecto desejavel e de importancia para a utilizacéo
clinica. Entretanto, vérias dificuldades sdo encontradas para este fim como a
escolha de modelos experimentais, obtencdo de exiratos padronizados e a
dificuldade de obtencéo, isolamento e identificacdo das substancias ativas.

Um grande numero de plantas usadas tradicionalmente na medicina
popular exibe propriedades farmacolégicas com potencial de aplicacdo
terapéutica. Achillea millefolium L. (Asteraceae) é uma erva perene que tem sido
extensivamente usada em diversos paises (CHANDLER et al., 1982; WICHTL,
1989), e inclusive no Brasil para tratar doencas cardiovasculares e renais
(ALJANCIC et al., 1999; BENEDEK e KOPP, 2007; FONT QUER, 1988; HAGGAG
et al., 1975; MIRALDI et al., 2001; NEMETH e BERNATH, 2008; NEWALL et al.,
1996). Diversos usos tradicionais foram comprovados cientificamente, incluindo
efeito anti-inflamatério, analgésico, anti-Ulcera, antioxidante, colerético e
hepatoprotetor (CAVALCANTI et al., 2006; DELLA LOGGIA et al, 1992;
GADGOLI e MISHRA, 1995; NEMETH e BERNATH, 2008; PIRES et al., 2009;

YAEESH et al.,, 2006). Contudo, apesar desta planta ser amplamente utilizada
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como anti-hipertensiva e diurética, nenhum estudo cientifico foi publicado até o
momento confirmando estes efeitos.

Resultados do presente estudo demonstram que o HEAM e as fracdes
(DCM e DCM-2) obtidas de A. millefolium exibem efeitos hipotensores e diuréticos
quando administrados por via oral. Além disso, estes efeitos parecem estar
associados com a presenca do flavondide artemetina encontrada nesta planta.
Nosso estudo também evidencia que as acdes hipotensoras e diuréticas dos
extratos e da artemetina séo, pelo menos em parte, mediadas através da reducao
da formacédo de angiotensina Il (Ang Il) pela inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Estes resultados séo relevantes tendo em vista a grande
utilizacdo dessa planta pela populacdo. Além disso, o Ministério da Saude (MS)
incluiu a A. millefolium na lista de plantas que poderdo virar fitoterapicos
(Fev/2009), reforcando ainda mais a necessidade de estudos cientificos que
comprovem seu uso pela populagédo, acerca de sua eficacia e seguranca (MS,
2009).

Estudos fitoquimicos realizados paralelamente com este trabalho sugerem
que devido as caracteristicas quimicas do HEAM, muitas classes de compostos,
substancias altamente apolares e impurezas, seja necessario um tempo maior
para que seja devidamente absorvido e produza seus efeitos. Dentre as fragdes,
somente a DCM reproduziu os efeitos observados com o HEAM, que de acordo
com a analise quimica (RMN), poderiam ser uma série de metabdlitos
secundarios como, por exemplo, lignanas, flavonéides, sesquiterpenos, lactonas,
triterpenos. A purificacdo da fracdo DCM, originou a sub-fragdo DCM-2, que
continuou a apresentar efeitos hipotensores com doses menores que a fragéo

anterior. A andlise quimica da sub-fracdo DCM-2 revelou deslocamentos
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caracteristicos de compostos fendlicos (flavondides), especialmente aqueles ricos
em radicais metoxilados. Continuando, a purificacdo da sub-fracdo DCM-2
resultou no isolamento do flavondide artemetina, que promoveu redugcdo na PAM
com doses consideravelmente menores do que a fragcao anterior.

Os resultados deste trabalho mostram também que a administragdo
intravenosa de artemetina foi capaz de promover reducdo na PAM de ratos
normotensos anestesiados nas maiores doses administradas. Observou-se que o
tempo necessario para o retorno da PAM aos valores basais apos a
administragdo intravenosa de artemetina foi relativamente curto (dados né&o
mostrados), demonstrando que este efeito hipotensor é reversivel, dado este
importante farmacologicamente, pois sugere que o composto ndo inativa o alvo
farmacoldgico de acdo. Além disso, este dado sugere também que a artemetina
produz seus efeitos hipotensores com auséncia de lesao tissular.

Artemetina também ja foi identificada em outras plantas, como Artemisia
arborescens (ABU ZARGA et al., 1995), Cordia curassavica DC (BAYEUX, 2002),
e algumas espécies de Vitex, V. trifolia L. (LI et al., 2005), V. agnus-castus
(CHOUDHARY, 2009) e V. rotundifolia (KO, 2000). Estudos cientificos
demonstraram algumas atividades da artemetina como antioxidante (DUGAS et
al., 2000), inibidora do ciclo celular (LI et al., 2005), atividade anti-inflamatéria
(SERTIE et al., 1990), e acéao inibidora da lipoxigenase (CHOUDHARY et al.,
2009). Contudo, nenhum estudo cientifico sugere efeito hipotensor para este
flavondide até o momento, € nem mesmo para estas espécies de planta em que a
artemetina ja foi identificada.

Preparacbes obtidas de A. millefolium sao continuamente auto-

administradas como fitoterapico. Contudo, nem A. millefolium ou artemetina foram
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cronicamente administradas em nossos experimentos. Entretanto, para nosso
interesse, um estudo realizado por SERTIE e cols (1990) demonstrou uma
toxicidade extremamente baixa deste flavondide em ratos, quando administrado
sub-cronicamente por via oral.

Apesar da existéncia de inUmeros alvos relevantes para o estudo do possivel
mecanismo hipotensor da artemetina, nossos estudos foram direcionados
inicialmente para investigacado do possivel envolvimento na modulacéo (inibicéo)
do sistema renina-angiotensina aldosterona, fato este devido a varios compostos
polifendlicos descritos na literatura apresentarem esta atividade. Além disso, a
hiperatividade deste sistema observada na hipertensdo arterial representa um
importante alvo da terapia farmacologica baseada no emprego de inibidores da
ECA e antagonistas de receptores AT1 da Ang Il. Onde tais agentes
farmacolégicos sao hoje uma das principais opcoes terapéuticas no tratamento da
HAS tendo um grande impacto na morbidade e mortalidade associada a
hipertensdo (MULLINS et al., 2006).

Os compostos fendlicos sado descritos por apresentarem diversas
atividades no sistema cardiovascular. Os flavondides e alimentos ricos em
compostos polifendlicos parecem exibir atividade cardioprotetora e vasodilatadora
(AJAY et al., 2003; AJAY et al., 2007; DONG et al., 2009; LEMOS et al., 1999),
acoes antioxidantes (ENGLER e ENGLER, 2004; HEIM et al., 2002; MODAK et
al., 2005; PRASAD et al., 2009; WANG et al., 2010) e efeitos antihipertensivos
(CHO et al., 2007; MAGOS et al., 2008). Existem diversos estudos sugerindo os
mecanismos responsaveis por estes efeitos, como melhora na biodisponibilidade
do 6xido nitrico endotelial e modulagdo da sensibilidade das células do musculo

liso vascular ao Oxido nitrico, porém muitas das acbes ainda nao foram
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devidamente elucidadas. Além disso, os flavondides sdo alvos de diversos
estudos devido suas agdes inibidoras da ECA (ACTIS-GORETTA et al., 2003;
KAMEDA et al., 1987; LACAILLE et al., 2001; LUCAS-FILHO et al., 2010; OH et
al., 2004; OTTAVIANI et al., 2006; WAGNER, 1993); porém, parte destes estudos,
mostram uma inibicdo da ECA in vitro, e a relacao entre o efeito hipotensor in vivo
permanece nao esclarecido.

Nosso estudo mostra que a artemetina reduziu a resposta hipertensiva
induzida pela Ang | provavelmente como resultado da inibicdo da atividade da
ECA. Avaliamos ainda o efeito da artemetina sobre a atividade da ECA plasmatica
e vascular, onde ambas encontraram-se reduzidas em animais tratados com este
flavondide por via oral.

Como descrito acima, nosso estudo estd de acordo com a literatura
cientifica, onde diversos flavonoides s&o descritos como inibidores da atividade da
ECA. E apesar da grande quantidade de estudos investigando este mecanismo
para os flavondides, nenhum estudo foi feito até o momento para mostrar esta
atividade para a artemetina. A ECA encontrada principalmente em células
endoteliais do pulm&o, endotélio vascular, e em membranas celulares dos rins,
coracéao e cérebro (BREWSTER e PERAZELLA, 2004) é crucial na regulacao do
sistema renina-angiotensina (SRA) e desempenha um papel importante na
regulacdo da fungédo cardiovascular e pressao arterial (PERSSON et al., 2009).
Ensaios clinicos com inibidores da ECA e bloqueadores de receptor de Ang Il
(BRAs) sugerem que diversos dos efeitos destas drogas sdo mediados por inibir
os efeitos da Ang Il (GIBBONS, 1998; SCRIBNER et al.,, 2003; ASMAR et al.,

1988), que podem indiretamente prevenir doenca isquémica cardiaca, doenca
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aterosclerética, nefropatia diabética e hipertrofia ventricular esquerda
(BREWSTER e PERAZELLA, 2004).

Por outro lado, acredita-se que parte dos efeitos benéficos dos inibidores da
ECA sobre o sistema cardiovascular advém da inibicdo do metabolismo da
bradicinina (CORVOL et al., 1995; LINZ et al., 1992). Algumas dessas acdes tém
sido atribuidas principalmente devido a bradicinina estimular a geragdo de
substancias vasodilatadoras como o NO e a PGl, (IMIG, 2004), além de
substancias como os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHFs)
(MIURA et al., 1999; NAKASHIMA et al., 1993). Neste interim, nossos resultados
evidenciaram que a artemetina realgou o tempo de resposta hipotensiva da
bradicinina, e assim podemos sugerir que a inibicdo da ECA por este flavondide
seja a responsavel pela menor degradagdo da bradicinina fazendo com que sua
meia-vida seja sustentada por mais tempo.

Tendo em vista a ativacdo dos receptores AT para que ocorram os efeitos
constritores da Ang Il, fomos investigamos se o efeito hipotensor da artemetina
nao envolveria o bloqueio destes receptores. Mais ao contrario do que foi
observado com o losartan, a artemetina ndo foi capaz de reduzir os aumentos
pressoricos induzidos pela administracdo de Ang Il, sugerindo que 0 mecanismo
de acao hipotensor da artemetina ndo envolva o antagonismo destes receptores.

Considerando o beneficio do aumento na biodisponibilidade do NO com
drogas inibidoras da ECA, seja pela reducao de NADPH (principal fonte vascular
de anion superdxido) e de xantina oxidase, ou pelos proprios efeitos da
bradicinina sobre os receptores B2 endoteliais (aumento intracelular de Ca®*
estimulando a NOS) (FERNANDES et al., 2005) fomos investigar se parte dos

efeitos hipotensores da artemetina n&o envolveria a liberagéo endotelial de NO.
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Porém, a demonstracdo da producado de NO é ainda dificil, sendo sempre
feita de maneira indireta. Um dos métodos utilizados para demonstrar o NO é a
substituicdo do substrato por um analogo (L-NAME) sendo a auséncia do efeito
pesquisado imputado pela ndo formacao de NO devido ao bloqueio da reacéo da
L-arginina a L-citrulina, desencadeando um quadro agudo de hipertenséo; e o
resultado obtido sugere que o efeito hipotensor da artemetina € independente da
sintese de NO, ja que mesmo com a NOS inibida continuou a promover reducéo
na PAM. Além disso, realizamos também a dosagem de nitrato + nitrito (NOx) em
amostras de sangue coletadas de animais tratados com artemetina via oral, com o
intuito de confirmar a observacdo anterior. Sendo assim, o tratamento com
artemetina nédo resultou em aumento dos niveis de NOx, reforcando nossa
hip6tese de que o mecanismo hipotensor deste flavondide nao envolva a
modulacdo da producédo de NO. Apesar dos relatos na literatura mostrarem uma
relagéo na produg¢do de NO com a inibigdo da ECA e o mecanismo hipotensor de
flavondides (PERSSON et al.,, 2006), ndo foi observada tal relacdo em nosso
estudo.

Entretanto, para verificar se o efeito hipotensor da artemetina nao
envolveria a liberacdo endotelial de outras substancias vasodilatadoras, outros
testes deveriam ser realizados, como o envolvimento da PGl, e EDHFs, ou ainda,
verificar o envolvimento de mediadores endoteliais vasoconstritores como TXA; e
endotelina; porém para este estudo, a quantidade de composto isolada limitou
nossa gama de experimentos.

Apesar de contarmos clinicamente com um grande numero de drogas
diuréticas, a grande maioria pode induzir vérios efeitos adversos. Este fato

estimula a investigacao de novas moléculas com propriedades diuréticas (ERNST
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e MOSER, 2009). Dentro deste contexto, muitas plantas medicinais sdo utilizadas
na medicina popular brasileira com o intuito de melhorar algum disturbio renal ou
mesmo por apresentarem apenas efeito diurético, como por exemplo, A.
millefolium.

Considerando que drogas inibidoras da ECA como o ramipril, exercem parte
de seus efeitos hipotensores devido sua atividade natriurética, e ainda
dependente da inibicdo do metabolismo da bradicinina com consequente aumento
do fluxo sanguineo renal (SAKAMOTO et al., 1994); e devido a artemetina
apresentar efeito inibidor significativo da ECA e modulador do metabolismo da
bradicinina, consideramos a possibilidade de uma contribuicdo renal no efeito
hipotensor observado. Nossos achados demonstraram que tanto HEAM como a
sub-fracdo DCM-2, nas maiores doses testadas, causaram expressivo aumento
na diurese. Além disso, pela andlise da excrecado de Na" e de K* observou-se que
ambos os tratamentos aumentaram significativamente a fracdo de excrecdo de
ambos os ions.

Diversos fatores enddgenos podem ser os responsaveis por um aumento na
excrecao de eletrdlitos. A filtracdo glomerular € um dos principais mecanismos
gue regulam a excregéo renal de Na* e K" (EATON e POOLER, 2006). Outro fator
determinante na excrecdo renal de Na* é a secreg¢do de aldosterona, hormonio
gue aumenta a reabsor¢do de Na* nos segmentos distais do néfron (VERBALIS,
2003; BLOT-CHABAUD et al., 1990). Uma reducao na sintese e/ou liberacado de
aldosterona poderia ser a responsavel pelo aumento na fracdo de excrecdo de
Na* observado em nosso estudo, j& que de acordo com nossos resultados, o
composto isolado da sub-fracdo DCM-2, artemetina, parece inibir a ECA,

proporcionando assim menor formacado de Ang Il e conseqiientemente menor
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liberacdo de aldosterona. Neste sentido, realizamos também o ensaio de
atividade da ECA plasmatica em amostras de sangue coletadas de animais
tratados com HEAM e DCM-2, onde ambos os tratamentos evidenciaram uma
reducao na atividade desta enzima (resultados ndo mostrados), permitindo assim
sugerir que parte dos efeitos diuréticos observados em nosso estudo possa advir
da inibicdo da ECA e seu consequente efeito no metabolismo da bradicinina.

Estudos prévios demonstram que diversos compostos polifendlicos obtidos
de produtos naturais podem apresentar atividade diurética (JADHAV et al., 2010),
principalmente os flavonéides (MAGHRANI, 2005), que dentre os mecanismos de
acao propostos, destacam-se a inibicio da ECA, mecanismos osmoticos,
aumento do fluxo sanguineo renal e liberacdo de prostaglandinas vasodilatadoras
(GASPAROTTO et al., 2009). A importancia do efeito diurético ndo se deve
somente ao fato destes agentes reduzirem a pressao arterial, mais também por
realcarem a eficacia de outros agentes (ERNST e MOSER, 2009).

O uso de modelos experimentais de hipertensdo arterial sistémica (HAS)
tem contribuido em muito para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
elevacao da pressao arterial e também no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes para o controle dos niveis tensionais elevados (FAZAN
Jr et al., 2001). Em nosso estudo, avaliamos os efeitos de A. millefolium somente
em ratos normotensos, devido a dificuldade na obteng&o de animais da linhagem
SHR (spontaneously hypertensive rats) ou na padronizacdo de outros modelos,
sendo este uma das principais limitagbes do nosso trabalho. Porém néao
descartamos a possibilidade de continuar este estudo e avaliar os efeitos desta
planta em modelos de hipertensdo animal como os SHR ou em outros modelos de

disponiveis para estudo.
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Em resumo, os resultados do presente estudo, evidenciam que HEAM e sub-
fracdo DCM-2 apresentam efeito hipotensor e diurético em ratos. Em relagdo aos
efeitos hipotensores, este pode ser atribuido, pelo menos em parte, a presenca de
artemetina no HEAM, DCM e DCM-2, cujo mecanismo hipotensor parece envolver
a inibicdo da enzima conversora de angiotensina. Nossos dados demonstram que
o flavondide artemetina administrado in vivo reduziu de maneira expressiva as
respostas de pressao arterial hipertensiva induzida pela angiotensina | e realcou o
tempo do efeito hipotensor da bradicinina. Observamos também uma redugao na
atividade da ECA plasmatica em animais tratados com artemetina, bem como
uma diminuicdo expressiva na responsividade a angiotensina | in vitro,
relacionado a uma reducdo na atividade da ECA vascular. Ainda, no caso da
artemetina o principal alvo de acédo parece ser a inibicdo da ECA e ndo a
producdo de NO e nem o bloqueio de receptores da angiotensina Il. Além disso, o
HEAM e DCM-2 demonstraram efeitos diuréticos importantes, e 0 mecanismo de
acao pode também estar relacionado com a modulacdo da ECA e conseqlente

reducao dos niveis de aldosterona.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem sugerir que:

e O extrato hidro-etandlico de A. millefolium (HEAM) apresenta um ou mais
componentes capazes de promover reducdo da pressao arterial média,
além de promover efeito diurético;

e As fracbes (DCM e DCM-2) obtidas a partir do extrato de A. millefolium
também apresentam componentes capazes de promover reducdo da
pressao arterial média, sendo que a sub-fracdo DCM-2 também apresentou
potente efeito diurético;

e A artemetina parece ser um dos compostos capaz de promover reducao da
pressao arterial média;

e A resposta hipotensora induzida pela artemetina parece estar envolvida
com a inibicdo da enzima conversora de angiotensina (plasmatica e
vascular), bem como no aumento do tempo do efeito hipotensor da
bradicinina;

e A resposta hipotensora da artemetina parece nao depender do bloqueio de
receptores da angiotensina Il;

e A resposta hipotensora induzida pela artemetina parece ndo depender da

sintese de 6xido nitrico.
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