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A Artemisia vulgaris ¢ uma das espécies do género Artemisia, género
o qual possui grande historia terapéutica e estudos. Suas partes aéreas sao
tradicionalmente consumidas pela popula¢do sob forma de infusdo (cha),
por acreditar que possui propriedades anti-helmintica, antisséptica, anties-
pasmddica, anti-inflamatoéria e, até mesmo, como ténico para 6rgaos vitais.
Este trabalho, teve como objetivo avaliar o extrato bruto (EB) da Artemisia
vulgaris na resposta imunoldgica, com base na histdria terapéutica da planta
e na etnofarmacologia.

Para o desenvolvimento, foram utilizadas técnicas para obtengdo e ana-
lise dos compostos do extrato por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), sendo identificados como os principais compostos a artemisini-
na, e os acidos clorogénico e cafeoilquinico. Posteriormente foi realizado o
tratamento da linhagem celular RAW (macroéfagos murinos) com o EB. As
células foram tratadas com diferentes concentracdes de extrato (de 0,25%
a 2%), por um periodo de 24 horas, e estimuladas com lipopolissacaridio
(LPS) bacteriano, com o intuito de se observar a producao de citocinas.
Ap6s a segunda incubagao por 24 horas, o sobrenadante dessa linhagem
foi recolhido, e a andlise da producéo de citocinas pré-inflamatorias, inter-
leucina (IL)-6 e anti-inflamatdrias, IL-4, foi feita por imunoensaio (teste de
ELISA), avaliando, assim, a influéncia do extrato de A.vulgaris na resposta
imunoldgica.
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Abstract

Artemisia vulgaris is one of species from the Artemisia gender, this gen-
der has a long therapeutic history and studies. Their aerial parts are consu-
med for the population as tea. People believe that A. vulgaris tea has proper-
ties anti-helmintic, antisseptic, anti-spasmodic, anti-inflammatory and even
tonic for the vital organs. This study, had the main objective the evaluation
of the crude extract of Artemisia vulgaris in the immunologic response, with
the therapeutic history and etnopharmacology basis. For the development,
technics for the obtention and analysis of the composition of the extract was
made by High Performance Liquide Chromatography (HPLC), being detec-
ted as main substances, the artemisinin, and chlorogenic and cafeoilquinic
acids. Subsequently we made the treatment of the cell line RAW (murine
macrophages) with the extract. The cells were treated with different extract
concentrations (from 0,25% to 2%), for 24 hours, and stimulated by bacte-
rial lipopolysaccharide (LPS), with intention of observe the citokynes pro-
duction. After the second incubation, for 24 hours, the supernatant were
collected, and the production of pre-inflammatory, interleukin (IL)-6 and
anti-inflammatory, IL-4, cytokines were analyzed by immunoassay (ELISA
test), thus evaluating the influence of A. vulgaris extract on the immunolo-

gic system.

Introducao

A Imunomodulac¢io envolve tanto estimulo, como
reducdo de certas respostas imunes celulares e/ou hu-
morais. Neste sentido, produtos de origem natural,
demonstram exercer efeitos imunomoduladores [1].
Por exemplo, pimenta preta (Piper nigrum) e carda-
momo (Elettaria cardamomum) apresentaram poten-
tes efeitos imunomoduladores [1]. Produtos naturais
com atividade imunomoduladora sio amplamente
utilizados no tratamento de muitas doencas, incluin-
do doencgas autoimunes, disturbios inflamatérios,
além do cancer [2].

O género Artemisia (Artemisia spp.) apresenta
uma historia terapéutica ha mais de dois mil anos,
sendo amplamente utilizada na medicina popular,
além de ser um dos géneros mais estudados devido
a sua diversidade morfoldgica, quimica e bioldgica
[3].As espécies que fazem parte do género Artemisia
spp., compreendem, na verdade, importantes plantas
medicinais que atualmente sdo objeto de atencao fi-
toquimica devido & sua produgdo grande produ¢ao
de metabdlitos secundarios, diversidade quimica e

bioldgica [4]. As espécies do género Artemisa spp.,
apresentam uma gama de atividades bioldgicas, como
no caso da espécie Artemisia annua, que possui po-
lissacarideos com atividade antitumoral e dotada de
propriedades imunomoduladoras [5].

Em trabalho publicado por Hunt [6]. o extrato de
Artemisia annua mostrou-se seguro e eficaz no mane-
jo da dor e da limitagdo funcional associa a osteoartri-
te presente no quadril e no joelho de pacientes.

Bao et.al. [7], utilizou os polissacarideos de Arte-
misia argyi sobre células tumorais verificando a ini-
bicdo do crescimento do sarcoma 180 (S180) de ca-
mundongos.

Estudos in vitro demonstraram a capacidade do
extrato de Artemisia absinthium em reduzir os niveis
de TNF-alfa e outras interleucinas [8,9,10. Também
em relacdo ao extrato de Artemisia absinthium, verifi-
cou-se atividade hepatoprotetora conferida a camun-
dongos, através de atividade imunomoduladora e an-
tioxidante desta espécie vegetal [11].

A Artemisia vulgaris, uma das espécies do género
Artemisia spp, ¢ tradicionalmente utilizada pelas suas
propriedades anti-helmintica, antisséptica, antiespas-
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modica, como tonico para 6rgaos vitais e outras de-
sordens como a hepatose [12].

Polissacarideos obtidos das folhas de Artemisia
vulgaris, reduziram a proliferagdo e indugao a dife-
renciacio de células leucémicas humanas THP-1,
mostrando que o extrato poderia ser utilizado como
tratamento complementar a leucemia miel6ide aguda
[13]. Além disso, a Artemisia vulgaris apresentou pro-
priedades antioxidantes [12].

Deste modo, este projeto visa avaliar a atividade
imunomoduladora do extrato hidroalcodlico de Ar-
temisia vulgaris através do tratamento in vitro de ma-
crofagos murinos, seguido do estimulo por lipopolis-
sacaridio (LPS), a fim de se avaliar, por imunoensaio,
as interleucinas 4, 6, 10, 12 e interferon-gama (IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12 e INF-y).

Devido ao uso popular de plantas do género Arte-
misia spp, e da potencialidade das plantas medicinais
como novas opgdes terapéuticas, a realizagdo deste
trabalho teve como objetivo estudar a possivel ativida-
de imunomoduladora da espécie Artemisia vulgaris,
a fim de se compreender o mecanismo de interacao
desta espécie vegetal com o sistema imunoldgico, e
fornecendo, desse modo, informagdes sobre um pos-
sivel candidato capaz de conferir aumento da resposta
orgénica contra virus, bactéria, fungos e protozoarios,
além de poderem exercer um papel importante no
auxilio a terapéutica antitumoral, no transplante de
o6rgaos e medula 6ssea e nas doengas autoimunes.

Sendo assim, este estudo, além do aproveitamento
académico com o aprendizado de diferentes metodo-
logias, forneceu mais informagdes sobre a Artemisia
vulgaris, espécie vegetal muito utilizada popularmen-
te.

Objetivos

Avalia¢ao da capacidade imunomoduladora do
extrato hidroalcoodlico de Artemisia vulgaris, através
do tratamento de macréfagos de camundongos (cé-
lulas RAW).

Avaliagao da produgdo de citocinas pré e pro-in-
flamatorias das células submetidas ao tratamento com
extrato de A. vulgaris.

Material e método

Reagentes

Os reagentes que foram utilizados no estudo sdo:
Artemisinina  (Sigma-Aldrich), lipopolissacaridio
(Escherichia coli 055:B5), meio de cultura DMEM-
-high e soro fetal bovino (SFB). Imunoensaio com en-
zima conjugada (ELISA) kits de interleucinas (IL)-4,
IL-6, IL-10, IL-12 e interferon (IFN)-y.

Obtencao do extrato de Artemisia vulgaris

O extrato hidroalcodlico de Artemisia vulgaris
na forma de tintura mée homeopatica foi preparado
seguindo as padronizadas técnicas laboratoriais in-
dustrializadas - Laboratério Homeopatico Almeida
Prado, Sao Paulo, Brasil. O extrato foi preparado de
acordo com a Farmacopeia Homeopitica Brasileira
e fornecido como um extrato etanolico a 65%. Este
extrato inicial foi concentrado sob pressdo reduzida a
temperaturas inferiores a 45°C utilizando um evapo-
rador rotativo (Buchi Rotavapor R-200), e o solvente
foi completamente removido.

Analise cromatografica por cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia (HPLC) - identificacdo de arte-
misinina em Artemisia vulgaris

Uma quantidade do extrato de Artemisia vulgaris
(com concentra¢do conhecida) foi solubilizada com
5mL de metanol a quente, filtrada em papel de filtro
e passada por um filtro Millipore (0,45um, Sartorius)
para a andlise por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia em fase reversa (HPLC). A identificacdo de
artemisinina nos extratos foi avaliada por HPLC,
empregando-se uma coluna C18 em fase reversa, por
método isocratico, consistindo de metanol e agua aci-
dificada com 0,2% de 4cido formico (50:50). O fluxo
foi de 1,0 mL/min e a detec¢do monitorada em 254
nm. Foi utilizado um detector de rede de diodos na
detecgdo dos picos [14], para verificagdo de artemisi-
nina em Artemisia vulgaris.

Células

As células RAW foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Ed Wilson, do Departamento de Ciéncias Far-
macéuticas da Universidade Sdo Paulo. Foram culti-



110

OLIVEIRA, C. R. e Colaboradores - Braz. J. Nat. Sci. - revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.2 - N.3

vadas em suspensoes contendo 2 mL de meio DMEM-
-high, suplementado com 10% FCS (Hyclone), 4 mM
L-glutamina, 80 pg/mL penicilina e 80 ug/ml de es-
treptomicina (Hyclone), 1 mM de piruvato de sédio
(Hyclone), 10 mM HEPES, 1x aminoacidos nao-es-
senciais (Sigma, St. Louis, MO) e 6x10°m -ME].

Tratamento, produgao e analise de citocinas

Para o tratamento, as células foram divididas em
2 grupos, sao eles: A) Grupo estimulado com LPS, e
B) Grupo controle (nao estimulado com LPS). Ambos
os grupos foram tratados com o extrato de Artemisia
vulgaris em forma de gradiente, comecando com OpuL
e aumentando gradualmente de 5 em 5 pL até 40uL,
totalizando 9 wells para cada grupo.

O experimento ocorreu em trés etapas, na primei-
ra, foram adicionadas em cada well 1,5x10° células,
com 2 mL de meio DMEM- high suplementado, e os
grupos “A” e “B” foram tratados com o extrato e incu-
bados por 24h a 36°C com atmosfera com 5% de CO.,.

Na segunda etapa o grupo “A” foi estimulado com
10ug/mL de LPS, e ambos voltaram a ser incubados
nas mesmas condi¢des citadas acima.

A terceira etapa consistiu na coleta do sobrenadan-
te, apds a segunda incubacdo de 24h, e seu armazena-
mento a menos 80°C antes do ensaio ser realizado. Os
niveis de citocinas em sobrenadantes foram medidos
por imunoensaio (ELISA) conforme o protocolo do
kit e Bioscience e a leitura da placa foi feita pelo apare-
lho Thermo Scientific 5250030 VARIOSKAN FLASH.

Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média +
EPM (erro padrao da média). Os resultados obtidos

foram submetidos a analise estatistica por analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguido de teste
a posteriori de Tukey. As semi-quantificagdes foram
analisadas por test “t” de Student. Valores de P<0,05
foram considerados significativamente diferentes.
As analises foram realizadas no programa GraphPad
Prism versdo 5.0.

Resultados
Cromatografia

Tanto a corrida do padrao de artemisinina quan-
to a do extrato hidroalcodlico de Artemisia vulgaris
ocorreram nas seguintes condi¢des cromatograficas:

Solvente A: dgua acidificada a 0.1% com dcido for-
mico, e solvente B: metanol. Corrida de 10 minutos,
iniciando com 95% de A 4 100% de B em 8 min, man-
tendo-se até 8,5 minutos, retornando as condi¢des
iniciais e estabilizando até 10 minutos.

temperatura da coluna foi de 40°C com volume de
injecao de 10 pl da solugao padrao e das amostras em
uma coluna C18, (particula 1.7 y, tamanho 2.1mm x
50 mm). Varredura ESI modo positivo e negativo en-
tre 100 e 700 m/z.

Sendo assim, a figura 1 mostra o cromatograma
em UHPLC da tintura de Artemisia obtido em modo
positivo, o ion de massa (m/z) 283, com o tempo de
retencdo de 5,27 minutos, indicando a presenca da
Artemisinina.

A figura 2A apresenta o cromatograma com me-
lhor resolugao indicando o tempo de retengao de 5,27
minutos.

E a figura 2B é o pico com esse tempo de retengao
ampliado, para melhor visualizagao.

Figura 1.
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Figura 2A.
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Figura 2B.
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A figura 3 mostra a analise por UHPLC do padrao de artemisinina.
Figura 3.
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O cromatograma acima esta de acordo com os resul-
tados obtidos por Khairul ef al [15], indicando o mesmo
tempo de retencdo do padrao da artemisinina.

A figura 4A mostra o cromatograma por UHPLC da
tintura de Artemisia vulgaris em modo negativo. Enquan-
to 4B mostra o tempo de reten¢ao do acido clorogénico e
isomeros em 1,62 e 1,84 minutos. A figura 4C indica a pre-
senga de acidos cafeoilquinicos e isdmeros com o tempo de

retencao 2,62 e 2,75 minutos.

Outra corrida foi realizada, desta vez apenas com o ex-
trato de A.vulgaris, com as seguintes condigdes cromato-
graficas:

HPLC LaChrom série L7100 com detector de rede dio-
dos série L7455 da Merck e Hitachi (Alemanha). Coluna
C18 Lichrocart 125-4mm, 5 micrometros, solvente A agua
acidificada com ac. Férmico a 5% e solvente B metanol.
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Figura 4A.
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Figura 1B.
artemisia CRIS
tintura Artemisia 1: Scan ES-
353
100- 1.84 1.67e8
1.62
2.68
2.73
0.78
4.004.384.78 5.32
(0] T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Figura 4C.
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O volume de injegao foi de 120 pl, detec¢ao em 320
nm, consistindo de um gradiente iniciando-se com
100% de A, 5 minutos 80% de A, 21minutos 70% de
A e 34 minutos 100% de A, o fluxo é 0,8ml/minuto,
tempo de corrida 45 minutos.

A cromatografia (HPLC) comprova a existéncia
do acido clorogénico em 16,87 minutos e de acidos
cafeoilquinicos entre 28 e 35 minutos, aproximada-
mente (Figura 5).

Cultura, tratamento e producao de citocinas

Apds a leitura das placas do teste de ELISA, obtive-
mos os seguintes resultados:

A figura 6 indica um aumento progressivo da
produgdo da IL-4 a partir de 30 pL de extrato de A.
vulgaris, o que, segundo Oliveira CM et al [16], pode
ter como consequéncia o aumento de uma resposta
anti-inflamatoria. Enquanto a figura 7 mostra uma
produgdo diminuida de IL-6 frente ao estimulo com
LPS, a partir do tratamento com 15 pL do extrato, o
que pode ser precedente para uma menor resposta
pro-inflamatdria.
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Figura 5.
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Figuras 6 e 7. Graficos (pg/mL x volume em pL) gerados a partir de imunoensaio (ELISA), demonstrando
a atividade do EB de A.vulgaris na sintese de Interleucina (IL) sobre a linhagem celular RAW. A) IL-4. B) IL-6.

Conclusao

A partir dos resultados apresentados tanto da cro-
matografia liquida, quanto da produgdo de interleu-
cinas, podemos sugerir que o extrato de Artemisia
vulgaris possui atividade moduladora referente a IL-4
e IL-6, porém foram necessarios mais estudos para a
identificagdo de qual, ou quais compostos sao respon-
saveis por essa modula¢do, uma vez que ha grande
quantidade de acidos cafeoilquinicos e clorogénicos,
além da artemisinina encontrada no extrato.

Referéncias

1. MAJDALAWIEH AEF, FAYYAD MW. Immu-

nomodulatory and anti-inflammatory action of
Nigella sativa and thymoquinone: A comprehensive
review. Int Immunopharmacol. 2015;28(1):295-304.

2. MOHAMED SIA, JANTAN I, HAQUE MA.
Naturally occurring immunomodulators with an-
titumor activity: An insight on their mechanisms of
action. Int Immunopharmacol. 2017;50:291-304.

3. CHANOTIYA C, SINGH S. LOW Molec-
ular Weight Volatiles in Western Himalayan
Artemisia.  2012.  https://www.researchgate.net/
publication/291265126_Low_Molecular_Weight_
Volatiles_in_Western_Himalayan_ArtemWoSa.

4. GUETAT A, AL-GHAMDI FA, OSMAN AK.
The genus Artemisia L. in the northern region of
Saudi Arabia: essential oil variability and antibacteri-



114 OLIVEIRA, C. R. e Colaboradores - Braz. J. Nat. Sci. - revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.2 - N.3

al activities. Nat Prod. Res. 2017;31(5):598-603.

5. CHEN J, WANG X, LIU C. Anti-tumour effects
of polysaccharides isolated from Artemisia annua L
by inducing cell apoptosis and immunomodulatory
anti-hepatoma effects of polysaccharides. Afr. ] Tra-
dit Complement Altern Med. 2014;11(1):15-22.

6. HUNT S, STEBBINGS S, MCNAMARA D. An
open-label six-month extension study to investigate
the safety and efficacy of an extract of Artemisia
annua for managing pain, stiffness and functional
limitation associated with osteoarthritis of the hip
and knee. N Z Med J. 2016;129(1444):97-102.

7. BAO X, YUAN H, WANG C, LIU ], LAN M.
Antitumor and immunomodulatory activities of a
polysaccharide from Artemisia argyi. Carbohydr
Polym. 2013;98(1):1236-43.

8. HATZIIEREMIA S, GRAY Al, FERRO VA,
PAUL A, PLEVIN R. The effects of cardamonin on
lipopolysaccharide-induced inflammatory protein
production and MAP kinase and NFkappaB sig-
nalling pathways in monocytes/macrophages. Br |
Pharmacol. 2006;149(2):188-98.

9. KREBS S, OMER TN, OMER B. WORMWOOD
(Artemisia absinthium) suppresses tumour necrosis
factor alpha and accelerates healing in patients with
Crohn’s disease - A controlled clinical trial. Phyto-
medicine. 2010;17(5):305-9

10. LEE HG, KIM H, OH WK, YU KA, CHOE YK,
AHN JS. Tetramethoxy hydroxyflavone p7F down-
regulates inflammatory mediators via the inhibi-
tion of nuclear factor kappaB. Ann N Y Acad Sci.

11. AMAT N, UPUR H, BLAZEKOVIC B. In vivo
hepatoprotective activity of the aqueous extract of
Artemisia absinthium L. against chemically and
immunologically induced liver injuries in mice. |
Ethnopharmacol. 2010;131(2):478-84.

12. TEMRAZ A, EL-TANTAWY WH. Character-
ization of antioxidant activity of extract from Ar-
temisia vulgaris. Pak ] Pharm Sci. 2008;21(4):321-6.

13. FERREIRA MLC. Polissacarideos soluveis de
folhas de Artemisia absinthium e Artemisia vulga-
ris: isolamento, caracterizagdo e efeitos sobre células
THP-1. fevereiro 2014.

14. KUCUKBOYACI N, ERDOGAN ORHAN [,
MURAT K, NEZAKET A, BANI B. Determination
of Artemisinin in Selected Artemisia L. Species of
Turkey. by Reversed Phase HPLC2007.

15. KHAIRUL IKRAM N, BEYRAGHDAR KAS-
HKOOLI A, VITHAKSHANA PERAMUNA A,

KROL A, BOUWMEESTER H, SIMONSEN HT. Sta-
ble Production of the Antimalarial Drug Artemisi-
nin in the Moss Physcomitrella patens2017.

16. OLIVEIRA CMBD, SAKATA RK, ISSY AM,
GEROLA LR, SALOMAO R. Citocinas e dor. Revista
Brasileira de Anestesiologia.



