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AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DE Artemisia
annua SOBRE Rhipicephalus (Boophilus) microplus E Haemonchus contortus,in
vivo, POR MEIO DO FORNECIMENTO DO MATERIAL VEGETAL SECO NA
ALIMENTACAO ANIMAL

RESUMO: Os extratos vegetais tém sido importantes fontes de substancias com
diferentes estruturas quimicas expressando diversas atividades deletérias contra os
parasitas. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a acdo antiparasitaria de
Artemisia annua in vivo. Para tal, foram propostos dois estudos: um utilizando bovinos
naturalmente infestados e outro usando ovinos artificialmente infectados. Experimento I:
foram selecionadas vinte novilhas com peso médio de 280 kg para avaliar a eficacia
carrapaticida sobre R. (Boophilus) microplus. As mesmas foram divididas em dois grupos
experimentais, um grupo que recebeu por via oral 200g/dia de A. annua em cocho coletivo
e outro ndo recebeu. As contagens foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 21, 35, 42, 49, 56,
pés tratamento.Foi realizada a quantificacdo de artemisinina por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Os resultados das trés contagens de carrapatos com o valor referente as
médias do dia foi 96,55. Nas contagens posteriores ndo observou-se diferenca
significativa entre ambos o0s grupos. Experimento Il: Para avaliar a atividade anti-
helmintica, foi conduzido um estudo controlado utilizando-se vinte e quatro ovinos machos
Santa Inés com peso médio de 20 Kg artificialmente infectados com H. contortus e
randomizados em quatro grupos homogéneos com seis animais cada, sendo, controle
nao tratado (Grupo 1), Controle positivo tratado com levamizol 10 mg/kg (Gll), A. annua a
10% (GlIl) e A. annua a 20% (GIV). Contagens de OPG foram realizadas nos dias -3, -2, -
1, O (dia do tratamento), 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24 e 28 pos-tratamento. De acordo com as
guantificacfes estatisticas, foram observadas eficacias persistentes de 92,57% e de
85,00% no grupo controle positivo tratado com levamizol. Nota-se ndo houve diferenca
significativa entre ambos os grupos. Portanto, os resultados obtidos possibilitam inferir
gue A. annua administrada via oral ndo demonstrou atividade anti-helmintica e
carrapaticida in vivo em bovinos e ovinos.

Palavras-Chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, carrapato, bovinos,ovinos,

fitoterapico,helmintos, artemisinina.



EVALUATION OF THE ANTIPARASITIC ACTIVITY of Artemisia annua ON
Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Haemonchus contortus, in vivo,
THROUGH THE PROVISION OF THE DRY PLANT MATERIAL IN FEED.

ABSTRACT: Vegetal extracts has been important sources for substances with different
chemical structures that express several deleterious activities against parasites. The
present study focused on evaluating the anti-parasitic action of Artemisia annua in
vivo. For such, two experiments were proposed: one using naturally infested animals and
a second one with artificially infected sheep. Experiment I: twenty heifers weighing around
280 kg were selected in order to evaluate the acaricidal efficacy of the compound
against Rhipicephalus (Boophilus) microplus. These animals were divided in two
experimental groups: one being held as a control group and the second one were animals
received, orally, 200 g/day of A. annua in a collective trough on days 0, 3, 7, 21, 35, 42, 49
and 56, post-treatment. Artemisinine was quantified through high performance liquid
chromatography. Results of the three tick counts, regarding the average values, was of
96.55. In subsequent counts, no significant difference was observed between both
groups. Experiment Il: To evaluate the anthelmintic efficacy of the compound, a controlled
trial was conducted using 24 male sheep, from the “Santa Inés” breed, with an average
weight of 20 Kg, artificially infected with H. contortus. These animals were randomized in
four homogeneous groups with six animals each, being: untreated control (Group I);
positive control, treated with levamisole at 10 mg/kg (Group II); A. annua at 10% (Group
[II) and A. annua at 20% (Group V). EPG counts were conducted on days -3, -2, -1, 0
(treatment day), 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24 and 28 post-treatment. According to statistical
guantifications, persistent efficacies of 92.57% and 85.00% were observed in the positive
controls, treated with levamisole. It is possible to note that no significant difference was
observed between the other groups. Therefore, the obtained results allow inferring
that Artemisia annua, administered orally, did not present anthelmintic activity in sheep or
acaricidal activity in cattle, on both in vivo trials.

Keyword: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ticks, cattle. Sheep,

fitoterapico.helmintos, artemisinin.
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1.INTRODUCAO

O parasitismo € responsavel por grandes perdas econ6micas na producdo de
ruminantes no Brasil. Estratégias de controle, normalmente, enfocam a utilizacdo de
produtos quimicos, rotacdo de pastagens e uso de tratamentos em periodos especificos
(estratégica) ou descontroladamente pelos produtores rurais (PEREIRA et al.,2008).

O sucesso na pecuaria bovina depende da aplicacdo de praticas adequadas de
manejo nutricional, reprodutivo e sanitario. No manejo sanitario, o controle de parasitas é
um grande desafio, uma vez que a criagdo de animais implica inevitavelmente em
infestacdo parasitaria. O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo,
estimado em 209,5 milhdes de cabecas (ANUALPEC, 2010), superado apenas pela india.
Com abate estimado em 42 milhdes de cabeca/ano, destaca-se como segundo maior
produtor de carne atras dos Estados Unidos.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € considerado o principal parasita
responsavel por perdas econdmicas na pecuaria nacional, gerando gastos em torno de
800 milhdes de reais com carrapaticidas (FURLONG et al.,2007). O controle utilizando
quimioterapicos tem se tornado cada vez menos sustentavel por varias razdes, tais como
altos custos, tempo de eficacia curto, rapido desenvolvimento da resisténcia, manejo
inadequado, desrespeito do tempo de caréncia e riscos de contamina¢cdo do ambiente e
dos produtos de origem animal com residuos carrapaticidas. Em funcao dessa realidade,
a busca por alternativas inovadoras para o controle do carrapato € de grande relevancia.

Ademais, o Brasil possui 16 milhdes de cabecas de ovinos (ANUALPEC,
2010),apesar da rusticidade de algumas racas e da prolificidade favorecerem a criacéo, o
setor produtivo rural ndo consegue suprir as demandas existentes, devido a praticas
inadequadas de manejo relacionadas a doencas, nutricdo e ao custo elevado de
medicamentos (ATANASIO, 2000). No manejo sanitario do rebanho, os parasitas
gastrintestinais, dentre eles: o Haemonchus contortus ocupam um lugar importante entre
os fatores que limitam a sua producdo, comprometendo a rentabilidade dos sistemas
pecuarios produtivos (SOULSBY, 1982; GITHIORI et al. 2002). A maioria das perdas
associadas as infecgbes clinicas e subclinicas por este parasita, tem mostrado que 0s
custos de producdo sdo enormes em funcdo da mortalidade, reducdo da taxa de
crescimento e da produtividade, aumento do custo da mao de obra e dos anti-helminticos
(GITHIORI et al. 2004; MOLENTO, 2004). Atualmente os programas de controle de H.
contortus visam ndo sO curar a doenca clinica, que se caracteriza por altas taxas de

mortalidade, mas principalmente reduzir os prejuizos provocados pelo parasitismo
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subclinico. O controle ¢é feito basicamente pela utilizacdo de anti-helminticos
guimioterapicos, contudo, essas drogas ndo sdo acessiveis aos pequenos produtores nas
comunidades rurais.

Decorrente da demanda de novas alternativas para o controle do parasitismo
animal, diversos estudos vém sendo realizados com varias espécies vegetais para
verificacdo da eficacia parasitaria (CHAGAS et al., 2002).

Um grande numero de plantas medicinais tem sido usado para o tratamento de
infeccbes parasitarias no homem e nos animais (AKHTAR et al. 2000). Obstante as
dificuldades, tem se verificado que a agricultura familiar tem recorrido a sabedoria popular
para superar os problemas, adotando o uso de plantas medicinais no controle das
diversas doencas dos animais, mas de uma forma empirica (GITHIORI et al. 2004).

Neste contexto, a artemisinina tem sido extensivamente investigada quanto ao seu
mecanismo de acdo, aspectos clinicos e farmacoldgicos e eficacia terapéutica em
parasitoses (KEISER et al., 2006, 2008; EKANEM e BRISIBE, 2010).

Tendo em vista a escassa literatura técnico-cientifica sobre a acdo de Artemisia
annua como agente antiparasitario na saude animal, e sua ndo constatacdo parasiticida
contra R. (B.) microplus (CHAGAS et al.,, 2012) originou a presente pesquisa. Apos a
ineficacia verificada in vitro, realizou-se levantamento quanto ao possivel modo de acgéo
da planta, indiretamente, ou seja, ndo por contato com a cuticula e sim pela ingestao e
absorcdo do seu principio ativo pela corrente circulatéria. Assim sendo avaliou-se a agao
antiparasitaria da A. annua por meio da administracdo per os em bovinos naturalmente
infestados por carrapatos R. (B.) microplus. e em ovinos artificialmente infectados por
Haemonchus. contortus.

A realizacdo desta pesquisa justifica-se bem como identificar e quantificar seus
constituintes, gerando conhecimento inédito quanto a possibilidade de uso desse

fitoterdpico contra parasitas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parasitismo por Rhipicephalus (Boophilus) microplus
2.1.1. Distribuicéao e ciclo de vida

No Brasil, as condicdes climaticas permitem o desenvolvimento e a sobrevivéncia
do carrapato R. (B.) microplus.durante o ano todo, em varias regidées, em niveis mais que
suficientes para causar danos. Este ectoparasito foi registrado em quase todos os estados
da federacédo, num total de £ 60% dos 2.962 municipios (GONZALES; SERRA-FREIRE,
1992).

Os carrapatos sao identificados como parasitas de répteis desde a Era
Paleozodica/Mesozébica. Sua presenca nas aves e mamiferos data de 70 milhdes de anos
e suas espécies vém se adaptando a seus hospedeiros criando perfeita associagao entre
estes e 0s agentes infecciosos por eles transmitidos comum das espécies e racas
bovinas, excepcionalmente parasita cavalos, ovelhas e cervideos, e raramente 0 homem
(PEREIRA, et al., 2008).

O parasitismo estd inserido na historia da humanidade e sua relacdo com os
animais domeésticos sempre foi objeto de preocupacdes e perdas relacionadas a producao
animal e transmissibilidade de agentes etiologicos de importantes doencgas zoonoticas.
Compreendem aproximadamente 800 espécies conhecidas, todas parasitas de
vertebrados terrestres, resultando no surgimento de ectoparasitos idealmente adaptados
(PEREIRA, et al., 2008).

E um carrapato com ampla distribuicdo mundial, estando presente na faixa contida
entre os paralelos 32° N e 32° S, tem destacada importancia nos paises da América
Latina, Africa e Oceania (PEREIRA, et al., 2008).

Na fase de vida livre, sdo necessarios em tono de trés dias para a pré-postura, trés
a seis semanas para a postura, vinte e dois a trinta dias para a eclosdo das larvas e de
dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, transformando-se em larvas
infestantes. A cada postura, uma fémea produz de 2000 a 3000 ovos. Na fase parasitaria
sdo necessarios, em média, de 18 a 26 dias para a fixacdo, alimentacdo, metemorfoses, ,
e acasalamento, assim como para a alimentacéo, ingurgitamento e queda das teledginas.
Os machos permanecem por mais tempo sobre o bovino e se acasalam com outras
fémeas. O ingurgitamento e queda da fémea do R. (B). microplus sédo bastante rapidos,

porém, os padrBes de ingurgitamento se diferenciam entre as estacdes, assim como em
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bovinos estabulados, sugerindo que este sofre uma influéncia do ambiente externo,
principalmente de luz e temperatura (GONZALES, 1974).

Varios autores demonstraram a influéncia dos fatores sazonais no ciclo de vida e a
consequente diferenca de infestagcdes nos animais, de acordo com o clima da regido em
gue vivem e as épocas do ano. Porém, o periodo seco, de temperaturas mais baixas,
entre abril e setembro, prejudica o desenvolvimento da fase de vida livre, fazendo com
gue o ciclo se prolongue (FURLONG, 1993).

O ecossistema do carrapato e os fatores que interferem na sua sobrevivéncia tais
como condi¢Bes climaticas, manejo do rebanho, da pasto e tipo de vegetacdo, sdo
importantes aspectos a serem estudados com vistas ao controle de sua populacao
(GONZALES,1975).

2.1.2. Danos causados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Entre os ectoparasitas dos bovinos, continua a ser uma das principais causas de
perdas econbmicas para a pecuaria (MENDES&SATO, 2013). Os prejuizos a pecuaria
tém sido causados principalmente pela presenca de parasitas devido aos danos
resultando em morbidade e mortalidade nos animais, e, consequente queda na producao.
Em relacdo aos prejuizos causados por esse carrapato no Brasil, estima-se uma perda na
ordem de um bilhdo de ddlares por ano, sendo 40% por perdas na producao de leite, 27%
por mortalidade de bovinos, 11% por desempenho reprodutivo, 9% em gastos com
acaricidas, 5% por reducdo no ganho de peso, 5% em juros bancarios, 3% devido a ma
gualidade do couro e despesas no controle e prevencao das hemoparasitoses (SOUSA-
BRITO, 2008).

2.1.3. Controle e resisténcia de Rhipicephalus (Boophilus ) microplus

O controle efetivo desses parasitas esta na dependéncia de um conjunto de
fatores: do produto certo, na dosagem correta, no momento exato para a remog¢ao de uma
guantidade ideal da populacdo parasitaria. Na falta de um destes componentes, todo o
sistema de controle estara comprometido e ocorrera uma selecdo para a resisténcia e
consequentemente uma inviabilizacdo do programas sanitarios quanto a relacdo custo-
beneficio (DOURADO, 2001).

Os produtos quimicos convencionais usados no controle efetivo de parasitas se
deparam com dois grandes problemas: o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao
principio ativo e o0s residuos nos produtos de origem animal que tém provocado

preocupacao na sociedade e 6rgdos governamentais. Estes dois pontos tém determinado



efetivamente o rumo atual das pesquisas cientificas na area da parasitologia.

Para evitar a acdo do produto quimico, 0 parasita encontra meios para sobreviver e se
reproduzir, os bioensaios sdo utilizados para avaliar o nivel deefetividade de R.(B.)
microplus frente aos diferentes grupos quimicos, tais como organofosphorados,
piretréides sintéticos, lactonas macrociclicas, phenylpyrazoles, e amidinas. Recentemente
realizou-se estudos com carrapatos provenientes de varias regides Sul do Brasil,
utilizando biocarrapaticidogramas. Estes estudos confirmaram a existéncia de resisténcia
multipla de amitraz e cipermetrina em populacdes da regido sul do Brasil (MENDES,
2011).

2.1.4. Pesquisa de extratos vegetais para o controle do carrapato

Os extratos vegetais tém sido utilizados como inseticidas naturais no controle
parasitario desde nossos ancestrais Romanos. Essa pratica continua até os dias atuais
por meio do uso de plantas locais com baixo custo para os pequenos produtores em
relacdo aos produtos quimicos tradicionais. Existem mais de duas mil plantas com
propriedades pesticidas conhecidas, no entanto, somente algumas destas tém sido
utilizadas comercialmente como forma de controle (CHAGAS, 2004).

A utilizacdo de Oleos essenciais e extratos vegetais € uma pratica antiga no
controle de carrapatos, porém sO recentemente tem recebido a devida atencdo dos
pesquisadores. Atualmente, alguns estudos estdo sendo feitos no Brasil e varias espécies
estdo sendo pesquisadas quanto a sua atividade carrapaticida, tais como: (NIN)
Azadirachta indica (MARTINEZ, 2002); (CITRONELA) Cymbopogon nardu (OLIVO et al.,
2008), (PAU INCENSO) Tetradenia riparia (GAZIM et al., 2011), (GUINE) Petiveria alliacea
(ROSADO- AGUILAR et al., 2010), Piper aduncum (SILVA et al., 2009), (EUCALIPITO)
Eucalyptus citriodora (CHAGAS et al., 2002), (MANJERICAO) Ocimum basilicum
(MARTINEZ- VELASQUES et al., 2011), (QUEBRA-TUDO) Calea serrata (RIBEIRO et al.,
2011),(FUMO) Nicotiana tabacum (RODRIGUEZ et al., 2010).

2.2.Parasitismo por nematoides gastrintestinais em ovinos
2.2.1: Distribuicéo e ciclo de vida

Véarias espécies de helmintos parasitam o trato gastrintestinal dos pequenos
ruminantes, tais como Trichostrongylus colubriformis, Trichostrongylus axei, Haemonchus
contortus, Strongyloides papillosus, Cooperia curticei e Oesophagostomum columbianum
(AMARANTE et al., 2004).

H. contortus tem um ciclo evolutivo direto. As fémeas s&o oviparas proliferas. Os
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ovos sdo eliminados nas fezes e em condi¢des ideais (18 a 26°C e 80 a 100% umidade
relativa do ar) se desenvolvem no pasto até o terceiro estadio infectante (L3) em
aproximadamente 5 dias. Em condi¢cdes de baixa temperatura o desenvolvimento pode
ser retardado devido ao seu baixo metabolismo por semanas ou meses. A temperatura
Otima para a sobrevivéncia das larvas é de 18 a 26°C (ONYAH & ARSLAN, 2005). Em
baixas temperaturas as larvas sobrevivem por longos periodos devido ao seu acumulo de
reservas energéticas. A umidade relativa do ar, também considerado um fator importante
para a sobrevivéncia das larvas. Em condi¢fes secas, como no semi-arido brasileiro, as
larvas ndo sobrevivem por periodo prolongado (AROSEMENA et al., 1999). A irrigacao
guando existente pode influenciar na disponibilidade de L3, sendo encontradas em grande
namero nestas icondi¢cdes durante o verdo com temperaturas em torno de 24°C (KRECEK
et al., 1991). ApGs a ingestdo e desembainhamento no rimen, as larvas sofrem duas
mudas. Exatamente antes da muda final, desenvolvem a lanceta perfurante que lhes
permite a obtencdo do sangue dos vasos da mucosa do abomaso, local de fixacdo do
parasito. Quando adultos, movem-se livremente na superficie da mucosa. O periodo pré-
patente é de duas a trés semanas (SOULSBY, 1987).

Um dos parasitas de ovinos, H. contortus, mostra-se mais importantes e
prevalentes em diversos micro-climas de pastagens (AMARANTE et al.,, 2004),
ocasionando perdas produtivas como retardo no crescimento e mortalidade
especialmente de jovens e fémeas no periparto (MOTA et al., 2003).

A prevaléncia maior ou menor de uma ou mais espécies de parasitas depende de
um conjunto de fatores, tais como: temperatura, precipitacdo pluvial, solo, tipo e manejo
da pastagem, raca, idade, estado fisiolégico, nutricional e manejo dos animais. As perdas
econdmicas causadas sdo de dois tipos: as diretas, caracterizadas pela reducédo da
producdo, menor qualidade do produto e mortalidade, e, as indiretas, como os altos
custos associados ao tratamento e controle (diagndsticos laboratoriais, medicamentos e
mao de obra para a administracdo dos mesmos) (RUAS & BERNE, 2001).

Estas perdas também podem estar relacionadas com o status nutricional do
hospedeiro que € considerado um importante fator que influencia a relagéo

parasito/hospedeiro e a patogenia das infec¢bes parasitarias.

2.2.2. Controle e Resisténcia dos nematoides gastrintestinais em ovinos.
No Brasil, aumentam demasiadamente os dispéndios com aquisicdo de anti-
helminticos. De acordo com Molento (2005), a ordem de faturamento com vendas de

anti-helminticos sdo de 700 milh6es de dolares anuais. A principal medida de controle
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adotada para reduzir os efeitos do parasitismo € o uso de drogas principalmente dos
grupos quimicos da avermectinas, milbemicina, benzimidazdis, imidazois, salicilanidas,
visando reduzir os niveis de infec¢do dos animais e diminuir o grau de contaminacéo das
pastagens.

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos utilizados contra nematoéides
gastrintestinais de ovinos foi com o tiabendazole (DRUDGE et al., 1964). Este problema
disseminou-se pelo mundo inteiro. A resisténcia anti-helmintica é definida como a
capacidade de uma populacdo de parasitas em sobreviver a doses de anti-helminticos
gue poderiam ser letais para populacfes susceptiveis (TORRES-ACOSTA & HOSTE,
2008). Esta habilidade de sobreviver a futuras exposicdes de uma droga pode ser
transmitida aos seus ascendentes. Hoje, este fendmeno ocorre frente a todos os
compostos quimicos com graves consequéncias econémicas em todo mundo.

A resisténcia é diagnosticada, na maioria dos casos, apds a observacdo empirica
da baixa eficacia da medicacdo utilizada, sendo um dos maiores entraves a falta de
métodos sensiveis para quantifica-la (MOLENTO, 2005). A atividade dos antiparasitarios
medida da seguinte forma: altamente efetivo quando reduz mais que 98%; efetivo quando
reduz 90-98%; moderadamente efetivo 80-89% e insuficientemente ativo inferior a 80%.

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos em ovinos, no sul do Brasil, foi
feito por Dos Santos & Gongalves (1967), no Rio Grande do Sul, demonstrando que esse
problema estava disseminado. Na regido nordeste foi detectada resisténcia anti-
helmintica em Pernambuco e na Bahia (BARRETO & SILVA, 1999). Segundo estudo
realizado por Sczesny-Moraes (2010), a multipla resisténcia aos anti-helminticos ja esta
instalada na maioria dos rebanhos de ovinos do Estado de Mato Grosso do Sul. Os
relatos indicam que suas populacbes possuem elevados indices de resisténcia as
moléculas com as bases farmacoldgicas: albendazole, ivermectina, levamisole, triclorfon,
moxidectina e closantel, Apesar de inUmeros trabalhos, a real situacdo da prevaléncia da
resisténcia em fazendas comerciais de criacdo de ovinos e caprinos no Brasil ainda é
desconhecida. Estimar essa prevaléncia € muito dificil, pois raramente é medida com
nivel de confiabilidade (SANGSTER, 2001).

Atencdo particular é dada ao desenvolvimento genético da resisténcia, diferencas
fisioldgicas entre parasitas resistentes e sensiveis, diversidade genética em H. contortus,
mecanismos de resisténcia as drogas e o diagnostico da resisténcia utilizando técnicas in
vitro e de biologia molecular (MELO, 2005).

A resisténcia apresenta trés componentes: estabelecimento, desenvolvimento e

dispersdo. No primeiro a resisténcia é amplamente influenciada pelo tamanho e
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diversidade da populacéo e taxa de mutacao do gene envolvido (SUTHERST & COMINS,
1979). Quanto mais elevados estes fatores, maior sera a probabilidade da existéncia do
alelo para a resisténcia (GEARY et al., 1999). O desenvolvimento da resisténcia deve-se
ao uso do agente seletivo, neste caso, o anti-helmintico (SUTHERST & COMINS, 1979). A
grande frequéncia de tratamentos seleciona para resisténcia diminuindo a vida atil do
farmaco (BARNES E DOBSON, 1990). Por ultimo, o processo de dispersédo dos genes na
populacdo é realizado pela migracao e fluxo génico (HUMBERT et al., 2001). Logo, 0s
processos de desenvolvimento e dispersao séo influenciados pela biologia e manejo dos

parasitos responsaveis pela resisténcia.

2.2.3. Pesquisa de extratos vegetais para o controle de nematoides gastrintestinais
em ovinos

Devido a resisténcia dos nematoides de ovinos as drogas anti-helminticas, torna-se
necessario a busca de novas alternativas no controle das endoparasitoses, dentre elas,
inclui-se o uso de fitoterapicos (CHAGAS, 2004).

No Brasil, alguns pesquisadores tém estudado o efeito de Oleos essenciais no
controle de parasitas. O conhecimento popular das propriedades terapéuticas das plantas,
gue ha séculos € transmitido de geracdo para geracdo, reune informacdes sobre o
potencial medicamentoso de varias espécies, constituindo um importante instrumento
para o desenvolvimento de novos farmacos. A pesquisa envolvendo as propriedades
terapéuticas de plantas tem apresentado resultados cientificos positivos, aumentando os
estudos com plantas medicinais (SOUZA BRITO, 2003). Com o intuito de diminuir o uso
de antiparasitarios quimicos, devido as suas acdes prejudiciais ao ambiente, a saude
animal, ao aplicador, novas pesquisas vém sendo realizadas em busca de alternativas
viaveis ao controle quimico através de substituicdo por produtos naturais de origem
vegetal ou associacao destes com os produtos sintéticos.

A atividade de extratos e Oleos essenciais ja foi demonstrada sobre diferentes
estadios de vida deparasitas (SQUIRES et al., 2010). Entre as muitas plantas que estdo
sendo testadas, cita-se 0s géneros Eucalyptus, Mentha e Cymbopogom, dentre outros, 0s
Oleos essenciais: Mentha piperita, Cymbopogon martinii e Cymbopogon schoenanthus
apresentaram elevada atividade contra tricostrongilideos de ovinos. Em testes in vivo, a
emulséo do oleo essencial de laranja na dose Unica de 600mg/kg (SQUIRES et al., 2010)
promovendo reducao de 98% do OPG de ovinos, ja o 0leo essencial de Lippia sidoides na
dose de 283mg/kg durante cinco dias demonstrou eficicia de 43,7% no teste controlado
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008).



2.3. Artemisia annua
2.3.1.Historico de atividade antiparasitaria do principio ativo artemisinina

Originaria da Asia, Artemisia annua L. € atualmente produzida em muitos paises,
onde se desenvolvem projetos de adaptacdo da planta, visando o aumento de producéo
da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica, oriunda do metabdlito secundario da planta
(CREEK et al., 2005; FERREIRA et al., 2006).

A artemisinina € extraida de A. annua , utilizada na China ha mais de 2.000 anos,
denominada como qing hao. Pertencente a familia Asteraceae e atualmente utilizada em
muitos paises (DHINGRA et al., 2000). A primeira citacdo relatada popularmente como
ging hao data de 168 a.C., encontrada na tumba da dinastia Mawangdui Han, Nas
‘Receitas consta 52 tipos de doencas”, constando seu uso recomendado para
hemorréidas. A planta também foi mencionada mais tarde no “Livro de Bolso de
Prescricdbes para Tratamento de Emergéncias”, de Ge Hong, para reduzir febre
(KLAYMAN et al., 1985). A descricdo mais detalhada aparece no “Compéndio de Matéria
Médica” publicada em 1956, pela Dinastia, Ming Li Shizhen, famoso herbalista chinés, e
impresso até hoje na China (HAYNES&VONWILLER, 1997). Em 1967 o governo na
Republica Popular da China desenvolveu um exame sistematico das principais plantas
utilizadas pela medicina popular; mais de 3.000 plantas foram analisadas, entre elas o
ging hao, onde sua agdo antimalarica foi comprovada (LEE et al., 2002). Em 1972 o
ingrediente ativo foi purificado e denominado ging haosu (MESHNICK, 2002).

O nome adotado oficialmente no ocidente foi artemisinina (AVERY et al., 2002),
teve como base estudos, em 1979, quando teve sua estrutura quimica elucidada
(KLAYMAN et al., 1985). Neste mesmo ano, o Chinese Coordinatin Research Group
realizou o tratamento de 2.099 pacientes com malaria utilizando artemisinina, sendo todos
curados. Em adicdo, trataram 143 casos de Plasmodium falciparum resistente a
cloroquina, e 141 casos de malaria cerebral, com sucesso. A partir da década de 80
houve a disseminacéo dessa droga para o ocidente (LEE et al., 2002).

Sua producdo é obtida através das folhas e se acumula nas inflorescéncias,
podendo ser extraida de ambos, em concentracdo que varia entre 0,01 a 0,8% do peso
seco, sendo seu rendimento baixo uma das limitac6es para a producédo em larga escala, e
um dos fatores do alto custo da medicacao (JAIN et al., 1996).

A artemisinina em modelos animais impediu hipersensibilidade mediada por IgE
cutanea vascular. De acordo com Cheng et al., (2013), observou-se atividade anti-alérgica

indicando possibilidade de uso no tratamento de asma e outras doencas mediadas por
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células mastrocitos , mostrando-se eficazes para atenuar a asma alérgica em modelos de
rato.

A eficacia de A. annuasobre diferentes parasitas que afetam a saude dos seres
humanos e animais ja foi comprovada, como em Plasmodiumspp. (KLAYMAN, 1993),
coccideos (ALLEN, et al., 1997), Babesiaspp. (KUMAR, et al. 2003), Leishmaniaspp.
(YANG & LIEW, 1993) e Neospora caninum(KIM, et al, 2002). A artemisinina e seus
derivados também foram utilizados com sucesso para o tratamento do cancer (SINGH;
LAI, 2001) e foi aprovado pela Food and Drug Administration.

2.3.2. Mecanismo de acao da artemisinina

BHAKUNI et al. (2001) mostraram, apds isolamento de diferentes partes da planta,
gue 0s compostos responsaveis pela atividade da A. annua s&o 0s sesquiterpendides,
flavondides, cumarinas, triterpendides, compostos esterdides, fendis, purinas, lipideos e
alifaticos, o que confere a ela uma alta atividade antioxidante (FERREIRA & JANICK,
2009). Entre esses metabdlitos, a artemisinina lactona sesquiterpena € considerada o
principal componente ativo da planta (KLAYMAN, 1985), contendo o grupo peroxido
essencial para a sua atividade. Esta lactona é facilmente metabolizada, formando a
dihidroartemisinina, seu principal derivado com maior atividade (VAN AGTMAEL et al.
1999). Outros derivados da artemisinina, embora com estrutura bastante semelhante,
como a deoxiartemisinina sdo completamente inativos (KLAYMAN, 1985). O nivel de
concentracdo da artemisinina na planta pode variar consideravelmente, dependendo do
material, condicBes de cultivo, variacdo sazonal e geografica. No geral, esta presente
entre 0,01 e 0,4% em folhas e flores da planta seca (VAN AGTMAEL et al. 1999), sendo
considerada uma potente droga antimaldrica contra Plasmodium falciparum e outros
parasitas causadores da malaria resistentes a cloroquina e a quinina (HEPPNER &
BALLOU, 1998; BILIA et al. 2006).

A artemisinina tem acdo mais rapida sobre o Plasmodium porque inibe os estadios
iniciais de desenvolvimento, logo que invade os eritrécitos. Ja foram descritos ao longo de
mais de 30 anos grande numero de artigos (WU, 2002). O progresso foi grande, mas o
mecanismo exato de acdo dessa droga ainda é controverso (UHLEMANN et al., 2005),
havendo, inclusive, inconclusivo mecanismo de acdo para a artemisinina, esclarecendo

sumariamente que inibe o reticulo sarcoendoplasmatico Ca +2 ATPase.
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2.3.4. Farmacocinética da artemisinina

A artemisinina € pouco soluvel em agua e Oleo, este fator, impossibilita sua
administracao parenteral, intravenosa e intramuscular (AVERY et al., 2002).

As formulagdes orais de artemisinina s&o absorvidas rapidamente, mas de forma
incompleta. A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) 0corre em uma a duas horas e a
maioria dos compostos possui meia vida (Ty2) de uma a trés horas apds a ingestao.
Formulacbes lipossollveis administradas, via intramuscular, possuem meia vida (T15)
maior devido a formacdo de depodsito muscular (VAN AGTMAEL et al., 1999). Séo
convertidos primeiramente em dihidroartemisinina e em seguida, metabolizados pelas
enzimas do citocromo P450 e outros sistemas enzimaticos. Possui potente, T2, meia vida
de 45 minutos e 90% de ligagdo com proteinas plasméticas (WOODROW et al., 2004).

A farmacocinética é definida como o estudo quantitativo do desenvolvimento
temporal dos processos de absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo dos
farmacos. Nestes estudos, os teores dos farmacos e seus metabdlitos no organismo
(produtos da biotransformacéo) sao determinados, permitindo a obtencdo de importantes
dados sobre estas substancias (BARCELLOS, 2009). Segundo GOLENSER et al. (2006),
0s mecanismos de acéo atribuidos a artemisinina incluem interferéncia nas proteinas de
transporte na funcado mitocondrial do parasita, modulacédo da funcdo imune do hospedeiro
e inibicdo da angiogénese.

Em estudo farmacocinético da artemisinina em caprinos, a dihidroartemisinina, o
principal metabdlito da artemisinina, apareceu no plasma 4 h apés a administracao oral na
dose de 23 mg de artemisinina/kg/pv e atingiu o seu pico 12 h depois. Nas fezes, a
concentracdo nao absorvida de artemisinina nas primeiras 24 h atingiu 2,41 ug/g e
diminuiu rapidamente 30 h depois. Observou-se que a maior parte da artemisinina foi
eliminada nas fezes, e este fato provavelmente impediu que a artemisinina administrada
por via oral atingisse niveis terapéuticos sanguineos desejados (FERREIRA &
GONZALEZ, 2008).

2.3.5. Toxicologia de artemisinina.

Seus derivados exibem toxicidade em estudos em animais in vivo e in vitro em
células neuronais. A toxicidade pode ser devido a uma interacdo de ferro com a ponte de
endoperoxido, derivado para produzir radicais livres toxicos e/ou outros metabolitos
(SMITH, 1997). A genética toxicologica € uma das areas da ciéncia que tem se dedicado a
pesquisa das propriedades genotoxicas e mutagénicas de agentes aos quais 0s

organismos estao expostos.



12

Alguns trabalhos demonstraram o potencial genotoxico em células tumorais e
células de roedores, in vitro (DU et al., 2010). A artemisinina apresenta efeito deletério
citotéxico e mutagénico, isso indica que seu uso deve ser cauteloso, uma vez que pode
acarretar um aumento da carcinogénese (CARDOSO, 2012).

Os efeitos adversos em pacientes tratados com artemisinina e seus derivados sao
raros. Na Tailandia, em um estudo prospectivo com mais de 3.500 pacientes no
tratamento da malaria, ndo houve nenhuma evidéncia de efeitos graves adversos
(MESHNICK, 2002). Na dose de 30 mg/kg de peso corporal em humanos, a artemisinina
foi eficaz contra Plasmodium sem apresentar toxicidade, mas tem baixa biodisponibilidade
e meia-vida Ty, curta, sendo rapidamente eliminada do organismo (FERREIRA & JANICK,
2009). A administracéo da dihidroartemisinina, via oral, nas doses de 10, 20 e 30 mg/Kg/
pv em coelhos e de 20 mg/kg/pv em caes, ndo apresentou toxicidade em nenhum dos
experimentos (ZHAO & SONG, 1990). BOARETO et al. (2008) avaliaram o efeito da
artemisinina em doses crescentes de 7,35 e 70 mg/kg pv/dia sobre diferentes periodos da
gestacao de ratas “Wistar” (7 a 13 e de 14 a 20 dias). Observaram toxicidade para todos
os periodos de tratamento, com menor sensibilidade em estagios mais avancados de
gestacdo. As doses de 35 e 75 mg/kg causavam elevadas porcentagens de perdas pos-
implantacdo. Concluiu-se que a administracdo oral da artemisinina pode afetar estes
estagios e o préprio desenvolvimento gestacional em ratas. Assim, fica evidente que a
toxicidade e a eficicia da artemisinina dependem do seu tempo de exposicédo e da sua

concentracdo no sangue (LI et al. 2002).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a acao antiparasitaria da Artemisia annua por meio da administracado per os
em bovinos naturalmente infestados por carrapatos R. (B.) microplus. e em ovinos

artificialmente infectados por H. contortus.

4.2. Objetivos especificos.
4.2.1. Determinar a concentracao de artemisinina nas amostras administradas.
4.2.2. Avaliar a eficacia da A. annua, administrada per os durante 56 dias em bovinos
naturalmente infestados com R. (B.) microplus;
4.2.3. Avaliar a dinamica populacional do R. (B.) microplus nas pastagens utilizadas para
0 experimento com bovinos;
4.2.4. Avaliar possiveis diferencas no ganho de peso entre os dois grupos de bovinos
tratados com A. annua;
4.4.5. Avaliar o efeito na reducdo do numero de ovos por grama de fezes (OPG) com
administracao, per os, de A. annua durante 30 dias em ovinos artificialmente infectados H.

contortus..
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Local de estudo.

Os estudos foram realizados na fazenda Canchim, sede da Embrapa Pecuéria
Sudeste (CPPSE), localizada no municipio de Sao Carlos, a 22°01’ Lat.S e 47°53’ Long.
W.Gr., com altitude de 856m. Estado de Sao Paulo. O indice pluviométrico 14592mm
distribuidos, na sua maioria de outubro a marco, caracterizam o clima em temperado, de
inverno seco, com verao quente e umido, tipo CWB, segundo classificacdo de KOEPPEN
(1498). O solo predominante corresponde a 2660 h& é do tipo latossolo vermelho-amarelo
e latossolo vermelho-escuro, com textura argilosa, pH variando de 4,5 5,2.

Os bovinos e ovinos fazem parte do rebanho experimental e foram previamente
vacinadas contra as principais enfermidades de importancia sanitaria, as duas categorias
de animais envolvidos. Os animais selecionados estavam isentos de tratamentos com

antiparasitario nos 40 dias anteriores ao inicio do estudo.

5.2. Coleta da planta e quantificagcéo da artemisinina

A. annua foi cultivada, coletada e analisada em Paulinia, estado do S&o Paulo, no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP. Coordenadas “geograficas: Latitude: 22°45'40”S. e Longitude: 47°09'15"W
JAltitude: 590m.

Extracdo: extratos foram obtidos a partir de 0,500g de folhas secas e moidas com 3
extragcbes com 5 mL de metanol, em Ultra Turrax marca Quimis, por 3 minutos a 10000
rom em temperatura ambiente. O extrato foi filtrado a vacuo em funil de placa porosa e
evaporado a secura.

Extracdo da fase sélida-Limpeza (CELEGHINI et al, 2006): os cartucho de florisil
(8B-S0O13-HCH phenomenex), foram conectados ao Manifold e condicionados com 10 mL
de hexano, em seguida introduziu-se o extrato dissolvido em 2 mL de diclorometano,
diluindo com 3 mL de hexano e 60 mL de diclorometano, coletando as fracOes
separadamente. A fracdo de diclorometano foi evaporada a secura e ressuspendida em
baldo volumétrico de 5 mL com metanol grau CLAE. As amostras foram filtradas
(membranas durepore PVDF 0,45um Millipore) e analisadas em triplicata por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com indice de refragdo (CLAE/IR).

Quantificacdo da artemisinina  (CELEGHINIetal., 2009): o0s extratos
foram dissolvidos em baldo volumétrico de 5 mL com metanol grau cromatografico,
filtrados (membrana Millex 0,45 um Millipore JBR6. 10222) e analisados por CLAE-IR. A
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fase movel utilizada foi H,O. Metanol na propor¢cdo de 60:40, filtrado (filtro Millipore de
0,45 pm) e sonificada sob vacuo, modo isocratico com vazdo de 1 mimin™. Acurva
analitica foi obtida pesando-se 65 mg do padrdo de artemisinina com 94% de pureza,
em bal&@o volumétrico de 25 mL dissolvido em metanol grau cromatografico até completar
o volume, obtendo de uma solucdo de estoque de concentracdo 2444 pug/mL que
foi distribuido numa faixa de concentracdes variando de 50 a 1250 pg/mL, totalizando
7 pontos da curva analitica, que foram injetados em triplicata, a curva foi obtida através
do software Empower.

5.3. Experimento | — Administracdo de Artemisia annua na alimentacdo de bovinos

de corte para controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus:

5.3.1. Delineamento experimental

Foram selecionados 20 bovinos da raca Canchim (3/8 zebu x 5/8 charolés, com
meédia de 250 kg, infestados naturalmente por carrapatos R. (B.) microplus. Cinco dias
antes do tratamento estes animais foram mantidos em piquetes por grupos (dois Grupos
Experimentais: A - Nao tratado e B - Tratado), onde o estudo foi conduzido, a partir do dia
zero (D-0).

O grupo A, permaneceu em piquete isolado sub-divididos em 12 piquetes menores
para rotacdo a cada 3 dias e recebeu apenas suplementacéo composta por 100 g de soja
e 300 g de milho/animal em cocho coletivo, além de agua e sal mineral ad libitum. O
grupo B (tratado) também foi mantido em outro piquete sub-divididos e recebeu durante
30 dias seguidos 200 g de A. annua, 100 g de soja e 300 g de milho/animal em cocho
coletivo. Para a formacgéo dos grupos, os 20 animais pré-selecionados foram distribuidos
homogeneamente entre os dois grupos de acordo com as contagens de fémeas
ingurgitadas medindo entre 4,5 e 8 mm, presentes no lado esquerdo de cada animal, nos
3 dias anteriores ao tratamento (-3, -2, -1).

Os dois grupos de animais também tinham peso médio semelhante: 249,4 kg o
grupo controle e 251,8 kg o grupo tratado. ApGs a distribuicdo dos animais, estes foram
imediatamente direcionados aos respectivos piquetes sob as mesmas condi¢des
ambientais e o Grupo B (tratado) ficou recebendo por uma semana a metade da dose A.
annuano cocho (100 g/animal) correspondendo ao periodo de adaptacéo ja que a planta
possui baixa palatabilidade. Ap6s a semana de adaptacdo do grupo B, foi iniciado o

tratamento na dose proposta (200 g/animal/dia) e procederam-se as contagens nos dias
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3, 7 e, semanalmente, até o final do experimento (WHARTON et al., 1970).

5.3.2. Colheita das amostras

Para realizacdo dos exames hematoldgicos, aproximadamente 10 mL de sangue
foram colhidos de via endovenosa, em tubos contendo anticoagulante (EDTA). As
amostras foram colhidas nos dias zero (antes do tratamento), 30 e 60 pés-tratamento e
submetidas a quantificacdo do volume corpuscular médio (VCM) pela hematocritometria.
Todos os bovinos foram pesados nos dias zero, 30 e 60 pds-tratamento.

5.3.3. Avaliacéo da infestacdo de larvas na pastagem

Para avaliar a infestagcdo das pastagens com larvas do carrapato foi utilizada a
técnica estatistica do quadrado (1 m?), que foi demarcado aleatoriamente em cada pasto.
Todas as hastes de graminea contendo larvas do carrapato, dentro de cada quadrado,
foram coletadas em saco de plastico e levadas ao laboratorio, onde foi realizado a sua
contagem, segundo metodologia descrita por BASSO et al. (2005). Para determinagéo do
grau de infestacdo das gramineas, as coletas e contagem das larvas ocorreram a cada 15

dias a partir do inicio do tratamento.

5.3.4. Anéalise estatistica

Os dados referentes as contagens de fémeas no lado esquerdo de cada animal
foram transformados em log (contagem+1) para atender as prerrogativas de normalidade
e homogeneidade de variancias, posteriormente analisados em parcelas subdivididas e
empregando a metodologia de modelos mistos. O valor da probabilidade do teste F ficou
subestimado para o fator tempo e interacdo tratamento*tempo e as comparacdes
multiplas dos grupos experimentais foram aferidas pelo teste t ao nivel de 95% de
confianga (SAS, 2002-2004).

5.4. Experimento Il — Administracdo de Artemisia annua naalimentacdo de ovinos

para o controle de Haemonchus contortus

5.4.1. Delineamento experimental
Foram selecionados 24 ovinos machos da raga Santa Inés com média de 20 kg.
Durante o periodo de estudo, 0s ovinos receberam diariamente alimentacdo composta por

feno de tifton ad libitum e 200 g do alimento concentrado por animal dia. Os animais
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receberam o tratamento antiparasitario contendo albendazol e levamisol na dose 10

mg/kg para remover a infec¢ao natural.

A infeccdo artificial por helmintos foi realizada via oral com a administracdo de
4.000 larvas L3 de H. contortus do isolado Embrapa 2010 caracterizado como resistente
aos benzimidazois, lactonas macrociclicas (CHAGAS et al., 2013).

Vinte e oito dias apds a infeccao, os cordeiros foram pesados e as contagens de
ovos por grama de fezes(OPG) realizado para alocar os animais em gaiolas metabdlicas
individualizadas durante todo o periodo experimental.

Para a composicdo dos grupos experimentais foram realizadas contagens
consecutivas de OPG durante trés dias anteriores ao tratamento. Pelas médias destas
contagens os ovinos foram distribuidos uniformemente em quatro grupos de 6 animais:

Grupo I: controle negativo

Grupo llI: controle positivo, levamisol na dosagem 10mg/Kg/pv.

Grupo llI: 0,2%/pv durante 30 dias seguidos de A. annua a 10%

Grupo IV: 0,4%/pv durante 30 dias seguidos de A. annua a 20%.

5.4.2. Colheita de amostras e exames clinicos

As contagens de OPG foram realizadas nos dias -3, -2, -1, 0, 3, 7, 10, 14, 17, 21,
24 e 28 pos-tratamento GORDON & WHITLOCK (1939). A partir dos resultados
coprologicos obtidos, foram calculados os percentuais de eficacia terapéutica de A.
annua, bem como de reducédo de OPG, de acordo com as médias aritméticas (WOOD et
al., 1995; VERCRUYSSE et al., 2001):

% Eficacia OPG = OPG do grupo controle— OPG do grupo tratado x 100

PG do grupo controle
5.4.3. Andlise estatistica

Os dados referentes ao OPG foram transformados em log (contagem+1),
posteriormente analisados em parcelas subdivididas e empregando a metodologia de

modelos mistos pelo teste t ao nivel de 95% de confianca (SAS, 2002-2004).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise de teor de artemisinina do material vegetal utilizadonos experimentos

A analise fitoquimica de A. annua evidenciou presenca de artemisinina a uma
concentracdo média de 0,95% (+0,06) ou 479 pug/mL (Tabela 1 ). Isso denotou que cada
100 g de material vegetal seco, possuia 0,95 g de artemisinina. Como cada bovino
recebeu cerca de 200 g de A. annua por dia, pode- se estimar que ingeriram cerca de 1,9
g de artemisinina/dia.

Por ter sido utilizado um gendtipo de A. annua produzido com melhoramento
genético no CPQBA/UNICAMP, a quantificacdo demonstrou elevada concentracdo de
artemisinina (1,9/200 g).

Optou-se por avaliar a planta seca misturada ao alimento, pois esta mimetizou a

forma mais pratica de uso futuro da tecnologia, caso os resultados fossem positivos.

Tabela 1. Concentracdes de artemisinina em amostras de Artemisia annua analisadas
por HPLC-IR.

Volume Conc. (%) . Desvio 0
Amostra Peso ( mg) (mL) L e Média Padrio CV (%)
1-A—HPLC-IR 250 5 487,841 0,98
1-B — HPLC-IR 251 5 481,932 0,96 0,96 0,010 1,03
1-C—-HPLC-IR 251,6 5 481,649 0,96

6.2. Efeito da dieta com A. annua em bovinos infestados naturalmente com

carrapatos R. (B.) microplus.

N&o foi observado aumento do desempenho dos bovinos, medido pelo ganho em
peso médio diario e desempenho ponderal. Na média, foi de 0,910 kg/dia de ganho em
peso diario no grupo controle e de 0,898 kg/dia no tratado. Nao houve diferenca (P=0,05)
significativa nesse estudo, mostrando que é possivel obter bom desempenho semelhante

em ambos os grupos ao longo de todo o periodo experimental (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados das pesagens dos bovinos dos grupos controle e tratado comaA.
annua; Médias aritméticas; EMBRAPA, Sao Carlos, SP, Brasil. 2011.

Grupo Dia-3 Dia 7 Dia 28 Dia 56
Minima . 169,50 185,50 189,00 207,50
Maximo E 367,50 395,50 423,00 440,00
Desvio Padréo § 78,33 83,32 90,69 95,07
Média 249,40° 268,90° 283,60° 303,10°
Minima 162,00 170,05 176,00 194,00
Méaximo '% 379,50 399,50 416,00 437,00
Desvio Padréo E 85,74 90,70 95,33 99,56
Média 251,80° 268,55% 283,60° 304,10°

Na Tabela 3, demonstra-se que n&o foram observadas diferencas entre os valores
de hematdcrito dos animais controle quando comparados aos tratados. Com os valores
meédios encontrados no dia -3 foram de 33,5% no grupo controle e 33,0% no grupo
tratado. Todos os valores do hematocrito ao longo do experimento encontram-se dentro
dos limites para a espécie bovina o que denota ndo haver acédo da artemisina sobre esse
parametro bioldgico.

Tabela 3: Valores hematoldgicos do referente ao Volume Corpuscular Médio (VCM) dos
bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado com A. annua; Médias aritméticas;
EMBRAPA, Sé&o Carlos, SP, Brasil. 2011.

Grupo Dia-3 Dia 28 Dia 56
Minima . 30,00 30,00 31,00
Maximo E 39,00 42,00 42,00
Desvio Padréo § 3,90 4,70 4,70
Média 33,50 35,10 37,20
Minima 25,00 30,00 30,00
Maximo 2 37,50 44,00 41,00
Desvio Padréo g 4,05 4,45 4,09
Média 33,00 35,60 34,90

Nos resultados ilustrados na Figura (2) e expressos nas Tabelas 4 e 5, pode-se
observar as contagens médias de carrapato inicial e posteriormente ao tratamento. Na
analise dos dados, nao foi observada diferenca significativa numérica e estatistica entre
as medias de fémeas ingurgitadas contadas no lado esquerdo dos animais do grupo
tratado (46,7, 3,8, 13,5, 9,6, 35,2, 23,0, 34,7,139, 31,857,6e 21,3)e do grupo
controle (46,4, 2,3,18,0, 14,5, 32,7, 23,3, 28,7,22,4, 51,2, 41,1e 29,9).

No teste in vivo ndo foi observada reducdo significativa da carga parasitaria dos
bovinos tratados. Optou-se por avaliar a planta seca misturada ao alimento, pois esta

pareceu ser a forma mais pratica de uso futuro da tecnologia, caso os resultados fossem
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positivos. A inexisténcia de baias individuais inviabilizou a medida do consumo individual,
mas o objetivo pratico do trabalho foi alcancado, ja que a reducéo da carga parasitaria de
alguns animais provocaria a reducdo da média das contagens de carrapatos R. (B)

microplus.

120
100
80

60

20

B2 9 5 0 1 3 7 14 21 28 35 42 49 56

Contagens de fémeas de R. (Boophilus) microplus

Periodo Experimental
==®=Controle “=®=Tratado

Figura 1:Contagens de fémeas de Riphicephalus (Boophilus) microplus (entre 4,5 e 8,0
mm de comprimento) em bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado: EMBRAPA,
Séo Carlos, SP, Brasil. 2011.

Tabela 4. Contagens de fémeas de Riphicephalus (Boophilus) microplus (entre 4,5 e 8,0
mm de comprimento) do lado esquerdo em bovinos pertencentes aos grupos controle e
tratado, realizadas do dia dia zero ao dia 56: EMBRAPA, Sao Carlos, SP, Brasil. 2011.

Sl 0 1 3 7 14 21 28 35 42 49 56
Desvio Padro ° 381 29 113 47 163 121 157 105 214 351 9,4
(o]
Média 5 467 38 135 9,6 352 230 347 139 318 57,6 213
[e]
Total © 46700 3800 13500 960 3520 2300 347,0 1390 3180 5760 213,0
Desvio Padréo o 262 1,6 100 9,6 264 212 123 117 205 154 14,3
o]
Média g
© 460 23 180 145 327 233 287 224 512 41,1 299
'—
Total

464,0 23,0 180,0 145,0 3270 2330 2870 2240 5120 4110 2990
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Tabela 5.Resultados das comparacdes multiplas das contagens de fémeas ingurgitadas
de Riphicephalus (Boophilus) microplus (dados transformados em log(contagem+1):
EMBRAPA, Sao Carlos, SP, Brasil. 2011.

Ex;:rrilriiontal Grupos Experimentais/Médias e Desvios Padres’ Q/I:::;? c(ijae

Dias Controle Artemisia VaI(T:r % prer
Aa Aa

0 1,8468 + 0,3820 1,8965 + 0,3238 0.16 0.6901
Abcd Ab

3 1,4503 + 0,3668 1,5335 + 0,1906 0.45 0.5046
Ae Ae

7 0,7468 *+ 0,3903 0,7364 * 0,3435 0.01 0.9334
Ae Ad

21 0,9810 = 0,2164 1,1113 + 0,2791 1.10 0.2965
Abcd Acd

35 1,3221 + 0,2533 1,2827 + 0,2981 0.10 0.7520
Aabc Acd

42 1,5016 + 0,2453 1,4353 + 0,1969 0.28 0.5948
Bde Acd

49 1,0793 + 0,3046 1,3183 + 0,2235 3.69 0.0564
Babc Aab

56 1,4512 + 0,2415 1,6812 + 0,1986 341 0.0663
Aab Aab

63 1,6752 + 0,3284 1,5930 + 0,1852 0.44 0.5098
Acd Abc

70 1,3060 + 0,2140 1,4409 + 0,2268 1.18 0.2798

Valor 13,92 13,31
Andlise de  deF
Variancia
Pr<F <0,0001 <0,0001

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula linha e minuscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste t (P>0,05)
6.3. Efeito da dieta com A. annua em bovinos naturalmente infestados por R. (B).
microplus na dinadmica populacional do ixodideo no pasto

As médias das 4 contagens de larvas de R. (B). microplus nos piquetes também
nao diferiram entre grupo tratado (71,6; 86,7; 4,6;77,8) e o grupo controle: (59,3; 81,6; 6,2;
51,5) ( Tabela6). A altura das gramineas nos respectivos grupos foi em média de 67 e 64

cm durante o periodo experimental (Tabela 7).
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Tabela 6.Contagens de larvas de Riphicephalus (Boophilus) microplusrealizadas nos dias
7, 21, 35 e 49 pos inicio do tratamento, nos piquetes experimentais. Médias Aritméticas.
EMBRAPA, Séo Carlos, SP, Brasil. 2011.

Grupo 7 21 35 49
Desvio Padréao 66,1 63,6 9,7 86,1
Média Controle 59,3 81,6 6,2 51,5
Desvio Padrao 71 42,3 6,3 173,2
Média Tratado 71,6 86,7 46 77,6

Tabela 7.Altura (cm) da forragem realizadas nos dias 7, 21, 35 e 49 pos inicio do
tratamento,nos piquetes experimentais; EMBRAPA, Sao Carlos, SP, Brasil. 2011

Grupo 7 21 35 49
Desvio Padréao 31,9 22,2 12,7 23,0
o Controle
Média 81,8 60,1 55,3 58,6
Desvio Padréo 31,4 25,5 15,7 11,9
Média Tratado 76,4 70,5 59,5 62,8

No caso do carrapato R. (B.) microplus, apdés a ineficacia verificada in vitro
(CHAGAS et al., 2012), investigou-se quanto ao modo de ag&o da artemisinina, pois uma
acdo indireta, ou seja, ndo por contato com a cuticula e sim pela ingestéo, justificaria a
continuidade do estudo por meio de experimentos a campo. Derivados desprovidos de
ligacdo peroxido, como a deoxiartemisinina, sdo considerados completamente inativos
sobre parasitas.

Dessa forma, o agrupamento fundamental que confere atividade a artemisinina, e
mesmo as substancias sintetizadas, € a ligacdo peroxido (KLAYMAN, 1985; MESHINICK
et al., 1996). Os endoperdxidos sdo classificados como agentes esquizonticidas
sanguineos no caso do controle de Plasmodium spp. na malaria (TARANTO et al., 2006).
Supostamente a artemisinina exerce o0 seu efeito reagindo com os grupos heme das
moléculas de hemoglobina digeridas pelos parasitas, alterando a estrutura celular e suas
funcdes, através dos radicais livres derivados da artemisinina e, com isso, prejudica o
crescimento e a reproducdo dos parasitas (WRIGHT, WARHURST, 2002 apud
FERREIRA; GONZALEZ, 2008).

6.4. Acdo de A. annua administrada sobre o OPG de ovinos infectados
artificialmente por H. contortus
Na tabela (8) esta ilustrado os resultados percentuais de reducdo nas contagens de

ovos nas fezes de ovinos.
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Tabela 8. Contagens de ovos por grama de fezes em ovinos pertencentes aos grupos
controle e tratado; EMBRAPA, Séao Carlos, SP, Brasil.

2011
Dia Pés-tratamento/contagem OPGs |
Grupo DO D3 D7 D10 D14 D17 D21 D24 D28 |
Minima + 250,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50,00 150,00 250,00 50,00
Maximo % 3700,00 700,00 1200,00 950,00 850,00 1000,00 1100,00  1300,00 850,00
Desvio Padréo § 1196,56 273,25 449,91 351,31 348,45 518,33 439,79 507,36 382,10
Média © 1625,00 366,67 491,67 308,33 391,67 566,67 491,67 658,33 450,00
Minima ] 50,00 350,00 1150,00  1300,00 750,00 1400,00 250,00 200,00 150,00
Maximo % 4400,00 5500,00 9500,00 7100,00 12700,00 10250,00 8750,00 7000,00 10750,00
Desvio Padrao § 1529,30 2111,73  3126,25 2442,54 4719,64 3558,29 3588,14  2425,16 3830,07
Média © 1625,00  2858,33  4341,67  4150,00 4900,00 4441,67 4525,00  4391,67 4508,33
Minima e 100,00 350,00 550,00 1800,00 950,00 200,00 450,00 450,00 500,00
Maximo g § 3350,00 3800,00 2850,00 6050,00 6950,00 7100,00 4300,00 4050,00 4600,00
Desvio Padréo &4 1121,35 1491,98 1835,76 1646,03 2702,53 2509,91 1398,45 1319,72 1680,00
Média < 1908,33  2000,00  2900,00  3441,67 3816,67 3566,67 2483,33  2083,33 2541,67
Minima © 750,00 950,00 1200,00  2400,00 3700,00 2200,00 250,00 50,00 500,00
Maximo g QSO 4450,00 5550,00 5900,00 8450,00 6650,00 9350,00 6150,00 6350,00 6200,00
Desvio Padréo § N 1341,52 1710,77 1960,78 2564,70 1114,34 2738,14 2444,26  2456,10 2126,26

Média 2083,33  2275,00 3383,33 5666,67 5225,00 5341,67 3591,67  3591,67 2850,00

As medias do grupo controle positivo foram: (1625,00 366,6791,67308,33 391,67
566,67 491,67 658,33 450,00).Grupo controle negativo: (1625,00 2858,33 4341,67
4150,00 4900,00 4441,67 4525,00 4391,67 4508,33).Grupo Artemisinial0%:
(1908,33 2000,00 2900,00 3441,67 3816,67 3566,67 2483,33 2083,33 2541,67). Grupo
Artemisinia20%: (2083,33 2275,00 3383,33 5666,675225,00 5341,67 3591,67 3591,67
2850,00).

No dia zero do experimento os ovinos artificialmente infectados com H. contortus
apresentaram contagens médias de OPG estatisticamente iguais (Controle Positivo =
1625) (Controle Negativo = 1625), (Artemisia 10% = 1908) (Artemisia 20%= 2083)
(Tabela8). Pode-se observar que houve diferenca significativa numérica e estatistica
guanto as contagens médias dos percentuais de reducao de ovos excretados nas fezes
dos ovinos, no dia 24 pés tratamento, para 0s grupos tratados com Artemisia 10% e
Artemisia 20%. O grupo controle positivo tratado com levamisol 10 mg/kg deferiu em
todos as datas experimentais do grupo controle negativo (Tabela 9, Figura 3).

A atividade anti-helminticade A. annua 20% demonstrou uma reducao significativa
na eficacia média aritmética do OPG. O Grafico 3, mostra uma diminuicdo na média do
OPG do 3° ao 28° dia pds tratamento. A. annua 10% A eficacia maxima foi verificada no
28° para o extrato de A. annua 10% (37%) e no 24° para a A. annua 20% (50%) (Figura,
3). No DO a comparacdo das medias de OPGs entre os grupos controle, levamisol
apresentou diferenca, ocorrendo o oposto para o grupo tratado com levamisol, o grupo

tratado com A. annua 20% usando esta observacdo manteve-se até ao dez dias apos
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tratamento com eficacia maxima de 30%, dezessete dias pos o tratamento apresentou
aumento na eficacia chegando em 50%. Entre o grupo artemisia 20% e 10% e levamisole
houve diferenga significativa numérica e estatistica (Tabela 8 e 9). Podemos notar que, o
grupo tratado com A. annua 2% apresentou contagens medias maiores que todos 0s

respectivos grupos em trés datas experimentais.

As plantas sdo uma rica fonte botanica de substancias anti-helminticas,
antibacterianas e inseticidas. Um grande numero de plantas medicinais tem sido usado
para o tratamento de infec¢gBes parasitarias em homens e animais (AKHTAR et al., 2000).
A utilizacdo de plantas com propriedades anti-helminticas parece ser uma alternativa
eficaz, tanto do ponto de vista do controle parasitario. No presente estudo a atividade anti-
helmintica ndo foi observada significAncia numérica e estatistica.

Em Estudo semelhante realizado por Idris et al. (1982) foram fornecidas para
caprinos artificialmente infectados por H. contortus, doses de 2 a 30 g de A. herba-alba
observou-se reducdo do OPG, de adultos no abomaso, bem como de lesBes histolégicas
e alteracdes sanguineas. No estudo de Cala et al. (2012), os ovinos consumiram 100
mg/kg peso vivo e apresentaram 31% de reducdo do OPG, enquanto no grupo controle o
OPG elevou-se a 96%. Ademais, em ovelhas que receberam o extrato bruto etandlico e o
metandlico de A. brevifolia por 14 dias, em dose de 3 g/kg de pv, detectou-se 67% e 62%
de reducdo do OPG, respectivamente (IQBAL et al., 2004). Os extratos brutos aquosos e
etandlico de A. absintium foram administrados via oral em ovinos infectados, e observou-
se elevada reducédo do OPG: 80% na dose de 2 g/kg pv e, 83% a 1 g/kg pv (TARIQ et al.,
2009).

Os parasitas gastrintestinais, principalmente H. contortus, causam severa depressao
da capacidade digestiva e de absor¢cdo dos nutrientes pela mucosa intestinal levando a
anemia e desencadeando altos indices de morbidade e mortalidade, especialmente nos
rebanhos ovinos. A artemisinina tem sido extensivamente investigada quanto ao seu
mecanismo de acdo, aspectos clinicos e farmacolégicos em nematoides
gastrintestinais(KEISER et al., 2006, 2008; EKANEM e BRISIBE, 2010).
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Tabela 9. Resultados das comparac¢des multiplas das contagens de ovos por gramas de
fezes (dados

Grupos experimentais / Médias e Desvios-Padrio Analise de Variancia

Periodo Valor
Experimental Positivos Negativos Artemisia 10% Artemisia 20% de F Pr<F
0 3,085 + 0404 2@ 2040 + 0677 A 3114 + 0560 M@ 3246 + 0278 A2 0,25 0,8606
3 2,139 + 1,089 B3 3304 + 0455 A2 3161 + 0421 M@ 3275 + 0279 A2 497 0,0025
7 2,222 + 1,133 B2 3531 + 0349 A% 3348 + 0389 @ 3457 + 0288 A2 6,08 0,0006
10 2,007 + 1,053 B2 3534 + 0318 A2 3497 + 0203 A 3710 + 0222 A2 10,05 <0,0001
14 2,007 + 1,119 B2 3471 + 0510 A2 3459 + 0385 @ 3710 + 0004 A2 8,62 <0,0001
17 2,533 + 0,540 B3 3528 + 0355 A2 3366 + 0,562 @ 3,672 + 0,253 A2 417  0,0070
21 2,225 + 1,134 B3 3439 + 0585 A2 3306 + 0,350 M@ 3355 + 0569 ~@ 5,27 0,0017
24 2,670 + 0,433 B2 3471 + 0583 A 3222 + 0349 AB2 3267 + 0802 AB2 183 01347
28 2,149 + 1,047 B2 3403 + 0660 A2 3201 + 0381 @ 3326 + 0397 A2 571  0,0009
Valor de F? 1,95 0,57 0,26 0,63
Pr<F® 0,0554 0,8041 0,9774 0,7528
1: Valores seguidos pela mesma letra, maitscula na linha e minuscula na coluna, n&o diferem entre si pelo teste t (P20,05)
2: Valor do teste F
3: Probabilidade de significancia de F
a: Desdobramento dos grupos experimentais dentro de cada data.
b: Desdobramento das datas dentro de grupo experimental.
__,&//(: —— - —

Figura 3. Eficacia média das reducdes dos ovos por grama de fezes (OPG) dos ovinos
infectados artificialmente com Hamonchus. contortus e tratados com Arteminisia annua via

Percentuais de eficacias A

i (303t
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Apesar de inumeros estudos com artemisinina terem mostrado efeito sobre uma
variedade de parasitas, tais como nematoides gastrintestinais, Fasciola hepatica,
Plasmodium spp., Babesia spp., Leishmania spp., Neospora caninum e Schistosoma spp.,
e de estar sendo testada com sucesso no tratamento do cancer (FERREIRA, 2007), a
mesma ndo apresentou atividade anti-helmintica no fornecimento per os sobre ovinos
artificialmente infectados H. contortus.Dessa forma, a hipotese da efichcia do
agrupamento fundamental que confere atividade a artemisinina no presente estudo ndo
apresentou ser eficiente.Os endoperoxidos sdo classificados como agentes
esquizonticidas sanguineos no caso do controle de Plasmodium spp. na malaria
(TARANTO et al., 2006).Supostamente a artemisinina ndo exerce o seu efeito contra o H.
contortus. Elucidando a hipoteseda reacdo com o0s grupos heme das moléculas de
hemoglobina digeridas pelos parasitas, alterando a estrutura celular e suas funcgdes,
através dos radicais livres derivados da artemisinina e, com isso, prejudica o crescimento
e a reproducdo dos parasitas (WRIGHT, WARHURST, 2002 apud FERREIRA,;
GONZALEZ, 2008). Entretanto, além do mecanismo alimentar, que permite o rompimento
da ponte peroxido, outros também podem estar envolvidos, pois constatou-se acdo da
artemisinina no parasita ndo hematéfago de camundongo Echinostoma caproni Se o
modo de acdo da artemisinina sobre o parasita fosse indireta, ou seja, prejudicando sua
reproducao, por exemplo, sua eficacia sobre as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
estaria condicionada a sua ingestdo através do sangue. O mesmo foi afirmado para
nematoides gastrintestinais (FERREIRA et al., 2006).
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6. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a concentracdo de artemisinina nas amostras de
Artemisia. annua administradas per os apresentou elevado teor do principio ativo Quando
fornecidas via alimentacdo aos bovinos naturalmente infestados por Rhipicephalus.
(Boophlus) microplus, ndo apresentou acao carrapaticida, ndo elucidando a possivel
hipotese de acgédo indireta da artemisinina na dose avaliada. Quanto ao consumo de A.
annua em ovinos artificialmente infestados também n&o demonstrou atividade vermicida

sobre Haemonchus. contortus.
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