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AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ARTEMISIA ANNUA L., MELIA AZEDARACH L. E
TRICHILIA CLAUSSENII C. SOBRE NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE
OVINOS.

RESUMO: Em virtude da importancia que os pequenos ruminantes desempenham no
setor agropecuario e da necessidade de se encontrar alternativas de baixo custo para o
controle das helmintoses, este trabalho objetivou avaliar a atividade anti-helmintica dos
extratos de Artemisia annua, Melia azedarach e Trichilia claussenii. Os extratos,
aquoso, bicarbonato de sédio, diclorometano, etandlico de A. annua, hexanico de M.
azedarach e o metandlico de T. claussenii, foram avaliados em testes in vitro de
eclodibilidade larvar (TEL) e de desenvolvimento larvar (TDL) sobre nematédeos
gastrintestinais de ovinos. O extrato de bicarbonato de sédio de A. annua e artemisinina
(bioativo purificado) foram avaliados in vivo em ovinos Santa Inés infectados por
nematddeos gastrintestinais com base na avaliacao do hematdcrito, na contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) e coprocultura. Os principios ativos dos extratos foram
quantificados com base na cromatografia liquida de alta eficiéncia - indice de refracdo
(CLAE-IR), ultravioleta (CLAE- UV) e liquido-liquido (CLAE- LL). A capacidade
antioxidante do extrato de bicarbonato de s6dio foi determinada pelo método ORAC
(capacidade de absorcdo do radical oxigénio) e a artemisinina eliminada foi
quantificada pela CLAE-UV. Analisados pelos testes probit e de Tukey. O extrato de
bicarbonato de sddio de A. annua foi o mais eficiente in vitro com CLsg(concentragédo
letal) de 0, 0677 ug/mL e ClLgg de 1,27 uyg/mL no TEL e no TDL a CLs foi de 1,67
pg/mL e a Clgg de 23,8 pug/mL. No teste in vivo, a redu¢do maxima do OPG foi de
31,97% no 14° dia nos animais tratados com o extrato de bicarbonato de sédio de A.
annua (2 g/kg pv) e de 41,37% no 15° nos animais que receberam artemisinina (100
mg/kg pv). Na coprocultura obteve-se 91,2% de H. contortus, 8,4% de Tricostrongylus
sp. e 0,3% de Oesophagostomum sp. Os resultados indicam a necessidade de mais
estudos com doses mais elevadas de extratos, outras alternativas de administragcao e
um estudo farmacocinético da artemisinina em pequenos ruminantes.
Palavras chave: Alternativas fitoterapicas, helmintoses, metabolismo, pequenos

ruminantes
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EVALUATION OF THE ACTIVITY OF ARTEMISIA ANNUA L., MELIA

AZEDARACH L. AND TRICHILIA CLAUSSENII C. ON GASTROINTESTINAL
NEMATODES IN SHEEP

ABSTRACT: Given the importance that small ruminant plays in the livestock and
the need to find alternatives of low-costs for the control of helminthes, the
objectives of this study was to evaluate the anthelmintic activities of extracts from
Artemisia annua, Melia azedarach and Trichilia claussenii. The extracts, aqueous,
sodium bicarbonate, dichloromethane, ethanol of A. annua, hexane of M.
azedarach and methanol of T. claussenii, were evaluated in vitro tests of larval
hatchability (TEL) and larval development (TDL) on gastrointestinal nematodes in
sheep. The extract of sodium bicarbonate A. annua and artemisinin (bioactive
purified) were evaluated in vivo in Santa Ines sheep naturally infected with
gastrointestinal nematodes based on the assessment of hematocrit, egg count per
gram of feces (OPG) and stool culture. The active ingredients of the extracts were
quantified based on liquid chromatography with high efficiency - an index of
refraction (HPLC-IR), ultraviolet (HPLC-UV) and liquid-liquid (HPLC-LL). The
antioxidant activity of sodium bicarbonate extract was determined by ORAC
method (absorption capacity of the radical oxygen) and artemisinin in the feces
was quantified by HPLC-UV. The results were analyzed by SAS probit and Tukey
test. The extract of sodium bicarbonate A. annua, in vitro, was the most effective
with LCsp of 0,0677 pg/mL and 1,27 pg/mL of CLgg in TEL, and in the TDL LCsg
was 1,67ug/mL and CL99 of 23,8ug/mL. In vivo test, the maximum reduction in
EPG was 31,97% on day 14 in animals treated with the extract of sodium
bicarbonate A. annua (2g/ kg body weight) and 41.37% on day 15 in animals
received artemisinin (100 mg/kg bw). In stool culture was obtained 91, 2% of H.
contortus, 8, 4% Tricostrongylus sp. and 0, 3% of Oesophagostomum sp. The
results show the need for more studies with higher doses of extracts, other
alternatives of administration and pharmacokinetic study of artemisinin in small
ruminants.

Keywords: Phytotherapy alternatives, helminthes, small ruminants, metabolism



1) INTRODUGCAO

A criagdo de pequenos ruminantes é uma atividade explorada em todos os
continentes, estando presente em areas que apresentam as mais diversas
caracteristicas agro ecologicas. No entanto, somente em alguns paises esta atividade
apresenta expressao econémica, sendo, na maioria dos casos, desenvolvida de forma
empirica e extensiva, adotando baixos niveis de tecnologia e, consequentemente,
apresentando baixa produtividade e rentabilidade.

Em Mogambique, os pequenos ruminantes desempenham um papel social de
extrema importancia na economia e bem estar para a maior parte das familias em
zonas rurais. Eles constituem uma importante fonte de proteina em termos de leite e
carne e também proporcionam rendimentos através da sua comercializagdo. Ovinos e
caprinos sao animais de rapida multiplicacdo, se adaptam a diversas condi¢des
adversas do pais e apresentam uma maior expansao no territério sem que os seus
proprietarios, camponeses, lhes fornegam o manejo necessario. A sua criagao requer
o0 minimo de investimento possivel, visto que tem a capacidade de sobrevivéncia em
zonas de escassa disponibilidade de gramineas, e com invasao de arbustos. Essas
pequenas areas sao supostamente inadequadas para a manutencdo de bovinos,
deste modo, constituem um recurso econémico para pequenos criadores nos paises
em desenvolvimento.

Segundo o censo agropecuario de Mogambique, o efetivo total de pequenos
ruminantes no ano de 2007 foi de 4.639.475, dos quais 218.882 s&o ovinos e
4.420.593 sao caprinos, que se concentram majoritariamente no setor familiar (TIA,
2008).

Apesar da rusticidade de algumas racas e da profilicidade favorecerem a
criacdo, o setor produtivo rural ndo consegue suprir as necessidades existentes,
devido a praticas inadequadas de manejo relacionadas a doencgas, nutricdo e ao custo
elevado de medicamentos (ATANASIO, 2000).

No manejo sanitario do rebanho, os parasitas gastrintestinais ocupam um
lugar importante entre os fatores que limitam a producdo de pequenos ruminantes,

comprometendo a rentabilidade dos sistemas pecuarios produtivos (SOULSBY, 1982;
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GITHIORI et al. 2002). A maioria das perdas associadas as infec¢des clinicas e
subclinicas por estes parasitas, tem mostrado que os custos de producdo séao
enormes em funcdo da mortalidade, redugdo da taxa de crescimento e da
produtividade, aumento do custo da méo de obra e dos anti-helminticos (GITHIORI et
al. 2004; MOLENTO, 2004).

Atualmente os programas de controle de nematdédeos de pequenos
ruminantes visam nao sé curar a doenca clinica, que se caracteriza por altas taxas de
mortalidade, mas principalmente reduzir os prejuizos provocados pelo parasitismo
subclinico. O controle dos nematodeos gastrintestinais é feito basicamente pela
utilizacdo de anti-helminticos quimioterapicos, contudo, essas drogas nao sao
acessiveis aos pequenos produtores nas comunidades rurais africanas (GITHIORI et
al. 2004).

Um grande numero de plantas medicinais tem sido usado para o tratamento
de infec¢des 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).

Pela importancia que as comunidades rurais em Mogambique representam
para o pais, e pelo uso de pequenos ruminantes na subsisténcia das mesmas, vé-se a

necessidade de se procurar alternativas que possibilitem a rentabilidade da atividade.



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Nematédeos gastrintestinais na criagdo de pequenos ruminantes

As doencgas parasitarias estdo entre os fatores que limitam a producéo de
pequenos ruminantes no mundo inteiro, sendo responsabilizadas por elevadas perdas
econdbmicas, em decorréncia de crescimento retardado, perda de peso, redugdo no
consumo de alimentos, queda na producéo de leite, baixa fertilidade e nos casos de
infeccdes macicas, altas taxas de mortalidade. Estes fatos devem-se a lesdes na
mucosa intestinal que provocam disturbios na absor¢cdo dos nutrientes, espoliagdo
hematéfaga, que leva a infecgdes sub-clinicas, em alguns casos, associada a diarréia
sanguinolenta e anemia, consequentemente, baixa condi¢gdo corporal e rendimento de
carcaca (SOULSBY, 1982).

Entre os parasitas que infectam pequenos ruminantes de importancia
veterinaria estdo os trichostrongilideos, cujo ciclo evolutivo é direto e em geral nao-
migratério, sendo a larva do terceiro estadio (L3) a infectante. Esta superfamilia
compreende o0s géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e
Cooperia que sdo os mais patogénicos. Destes helmintos, Haemonchus sp. € indicado
como o maior causador de problemas a saude dos ruminantes por ser um parasita
hematéfago, ingerindo sangue da mucosa do abomaso, tanto na fase imatura como na
adulta, causando anemia severa (URQUHART et al. 1996).

Estudos realizados por investigadores de varios paises tropicais (JANSEN &
PANDEY, 1989; MBOERA & KITALYI, 1994; PANDEY et al. 1994 e ATANASIO, 2000)
indicaram que em infecgdes mistas onde H. contortus ocorre com maior incidéncia, as
perdas econdmicas sdo altas. AMARANTE, et al. (2004) afirma ser este o parasita de
maior importancia econOmica nas areas de criagdo de pequenos ruminantes no
mundo.

CRUZ E SILVA (1971) e SPECHT (1982) observaram que varias espécies de
helmintos ocorrem em Mog¢ambique, e que H. contortus, O. columbianum e T.
colubriformes sao as mais prevalentes em pequenos ruminantes e a sua incidéncia é

maior durante a época chuvosa.



2.2) Controle de parasitas gastrintestinais

O controle de parasitas em pequenos ruminantes vem sendo realizado através
do uso de anti-helminticos pertencentes a diversos grupos quimicos, na maioria das
vezes, sem considerar os fatores epidemiolégicos predominantes na regido. Outro
fator é a falta de planejamento na rotacdo de pastagens, o que interfere diretamente
na populagédo parasitaria presente no ambiente e, consequentemente, na infeccao do
rebanho.

Métodos como rotacao de pastagens, uso de diferentes espécies de animais no
mesmo piquete, cultivo alternado de pastagens e de produtos agricolas, cultivo de
forrageiras menos propicias ao desenvolvimento das fases larvais dos parasitas, uso
de racas mais resistentes a verminoses e outros métodos tem sido investigados como
medidas integradas de controle de parasitas gastrintestinais em pequenos ruminantes
(CHAGAS & VERISSIMO, 2008).

Poucos criadores realizam a rotacao racional de drogas anti-helminticas, como
consequéncia, ocorre a selecdao de individuos que possuem a capacidade de
resistirem a esses quimioterapicos (ECHEVARRIA, 1995; MOLENTO, 2004). Além
disso, a falta de uma metodologia estratégica e o esquema de medicagao supressiva
também tem levado ao desenvolvimento de resisténcia dos parasitas nas criagcbes em
varios paises (HALL et al. 1981; KETTLE et al. 1983; BARTON et al. 2008).

Outro fator que contribui para o agravamento da resisténcia é o custo de drogas
anti-helminticas convencionais no mercado, o que leva os produtores a nao
promoverem o tratamento adequado dos seus rebanhos (VIEIRA & CAVALCANTE,
1999).

2.3) Alternativas de controle

Os organismos possuem o0 que se chama de diversidade bioldgica e isto pode
levar alguns individuos, em uma dada populagao, a terem a habilidade de sobreviver

aos efeitos de um composto quimico, habilidade esta que pode ser transmitida aos
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seus descendentes. Portanto, a resisténcia parasitaria € um fenébmeno pelo qual
alguns organismos de uma populagédo sdo capazes de sobreviver apds constante
utilizagdo de um composto quimico (MOLENTO, 2004).

O problema da resisténcia dos nematddeos aos anti-helminticos € uma
preocupacado de carater mundial, principalmente nos tropicos e subtropicos onde
existe uma relacdo direta entre a precipitacdo e a intensidade de infec¢do por
nematdédeos gastrintestinais. O uso inadequado de determinado anti-helmintico, bem
como a medicagdo supressiva, leva a selegcdo de estirpes resistentes a todas as
classes de principios ativos e estes séo fatores determinantes na criagcdo de pequenos
ruminantes (VAN WYK et al. 1997).

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica vem concentrando esforcos em
pesquisas para obter novos métodos alternativos para o controle da populagdo de
nematddeos, principalmente em pequenos ruminantes: o uso de fungos (LARSEN,
2000), a selecéo de racas resistentes (AMARANTE et al. 1999), o método Famacha
(VAN WYK et al. 1997), a homeopatia (ZACARIAS, 2004) e o uso de plantas com
efeito anti-helmintico (WALLER et al. 1995; HERD, 1996; GITHIORI et al. 2004;
MONGOLO et al. 2006; CHAGAS, 2004) estdo entre as alternativas que tem sido
estudadas.

Os fungos predadores, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys conoides
(GRAMINHA et al. 2005) e os fungos nematofagos, Duddingtonia flagrans (PARAUD
et al. 2005) e Monacrosporium thaumasium, (ARAUJO et al. 2007), foram testados no
controle de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais de caprinos e ovinos.
Eles demonstraram reducao de 73,7% a 99,3% do numero de ovos por grama de
fezes (OPG) e aumento do ganho de peso de 33,3% dos animais submetidos aos
tratamentos. Mas, apesar dos fungos serem uma alternativa viavel, apresentam
desvantagens em termos do periodo de manutencdo no ambiente, uma vez que tem a
vida curta e tem que se definir aplicabilidade em diferentes regibes geograficas
(LARSEN, 2006).

O método de selecdo de ragas ou cruzamentos busca caracteristicas
desejaveis de produtividade e de resisténcia a infeccdo por nematddeos

gastrintestinais, este descarta individuos sensiveis a verminose dentro da mesma raca
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e do rebanho. (AMARANTE et al. 2004). O fator limitante neste caso é determinar um
método de selecdo de animais resistentes que ndo os exponha a doses de infecgéo
parasitaria letais. O FAMACHA® é um método seletivo que visa tratar apenas animais
suscetiveis do rebanho, a maior vantagem do método é a minimizagéo do problema da
resisténcia, pois a pressao seletiva sobre os parasitas € muito menor (MOLENTO,
2004).

Segundo VIEIRA (2003), a homeopatia € uma opgado que, no contexto da
producdo orgéanica, ja vem sendo recomendada ndo somente para o controle de
verminose, mas também, para outras infecgdes em pequenos ruminantes. A
homeopatia veterinaria parte do principio que o mesmo agente capaz de causar uma
enfermidade, quando administrado constantemente em concentra¢des reduzidissimas,
€ capaz de cura-la.

A fitoterapia apresenta um ramo promissor para as pesquisas e tem potencial
para participar ativamente em programas de controle parasitario (MOLENTO, 2004). A
possibilidade de se produzir um medicamento antiparasitario de menor custo e de
menor efeito colateral, associado ao fato do medicamento ser um produto natural, esta
entre as vantagens de se utilizar plantas medicinais no controle do parasitismo

intestinal em pequenos ruminantes (CHAGAS et al. 2008).
2.4) Plantas com atividade anti-helmintica

A utilizacdo de plantas com propriedades anti-helminticas parece ser uma
alternativa eficaz, tanto do ponto de vista do controle parasitario quanto pelo seu baixo
impacto ambiental em relacdo aos residuos. A fitoterapia pode contribuir para
aumentar os lucros da criagdo, uma vez que reduz o uso de anti-helminticos
convencionais, além de estender a vida util dos produtos quimicos disponiveis
(VIEIRA et al. 1999).

O uso de plantas medicinais no controle ou tratamento de diversas
enfermidades, infecciosas ou nao infeciosas, ndo é recente, fazendo parte das
tradicbes da maior parte das populagdes rurais ou ndo. O usa da fitoterapia pela

populagdo mundial € muito significativa. Dados da Organizacao Mundial de Saude
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(OMS) mostram que cerca de 80% faz uso de algum tipo de planta na busca de alivio
de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel. Desse total, pelo menos 30% foi
devido a indicagdo médica (WHO, 1998).

As plantas medicinais sdo matéria-prima de origem vegetal utilizadas para
elaboragédo de medicamentos alopaticos ou fitoterapicos (RIGUEIRO, 2007). Segundo
este mesmo autor, plantas medicinais sdo aquelas que podem ser usadas no
tratamento ou na prevencédo de doencas. Toda planta medicinal tem no minimo um
principio ativo, que é a substéncia responsavel pelo efeito curativo. Para o efeito
medicinal existir, além do fito complexo, é importante que na planta esteja presente o
principio ativo. Fito complexo é o conjunto de todas as substancias presentes na
planta (vitaminas, sais minerais, resinas, metabdlitos secundarios, etc.), e que agem
juntamente com o principio ativo, melhorando o efeito. A explicacéo para essa melhora
do efeito € que as demais substancias podem facilitar a absor¢céao e o aproveitamento
do principio ativo pelo organismo.

Em muitos paises, &€ crescente o numero de pesquisas com plantas que
apresentam atividade contra virus, bactérias, fungos e parasitas, ndo sendo diferente
na medicina veterinaria, onde as pesquisas por plantas medicinais objetivam a
reducao de problemas sanitarios no controle de varias doengas que comprometem a
produtividade dos animais (NIEZEN et al. 1996). Além disso, existe a problematica da
resisténcia apresentada pelos nematddeos aos anti-helminticos atualmente.

Varios trabalhos tém sido feitos com o objetivo de identificar plantas com
atividade anti-helmintica. Por exemplo, na Africa do sul, MCGRAW et al. (2000)
realizaram um levantamento das principais plantas usadas no tratamento de
enfermidades intestinais nas comunidades rurais. Avaliou-se a atividade anti-
helmintica dos 72 extratos obtidos de 24 géneros de plantas através de testes in vitro
de desenvolvimento e de motilidade, contra o nematdide de vida livre Caenorhabditis
elegans. Constatou-se que apenas uma planta ndo apresentava nemhuma atividade
anti-helmintica. As espécies Artemisia afra e Melia azedarach estavam presentes na
lista das plantas testadas.

Em 2007 no Canada, foi feito um registro de plantas medicinais usadas para

tratar problemas endoparasitarios em caes, gatos e suinos. Concluiu-se que a
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populacdo dessa regido tem usado varias espécies como Artemisia cina, Artemisia
vulgaris e Artemisia annua como anti-helminticos (LANS et al. 2007).

No Nordeste do Brasil, GIRAO et al. (1998) e OLIVEIRA et al. (1997) fizeram
avaliacdo de algumas plantas com atividade anti-helmintica, tais como: Cucurbita
moschata (Abodbora), Momordica charantia (Melao-de-sdo-caetano), Mentha sp.
(Horteld), Carica papaya (Maméo), Jathropha curcas (Pinhdo-branco), Scoparia dulces
(Vassourinha), Spigelia anthelmia (Erva lombrigueira), Melia azedarach (Lirio-do-
Campo) e Musa spp. (Bananeira). Os resultados mostraram-se promissores com
reducéo do OPG em 45 a 96%.

Em levantamento bibliografico sobre plantas com atividade anti-helmintica feito
por FURTADO (2006) foram encontradas 106 espécies, englobadas em 83 géneros e
40 familias. Concluiu-se que as familias com maior numero de espécies citadas com
atividade contra parasitas foram Asteraceae (17 spp), Fabaceae (15 spp), Lamiaceae
(10 spp) e Meliaceae (5 spp). A maior parte das citagbes (23,6%) indicou
exclusivamente folhas como parte utilizada no preparo da infusdo ou outra forma de
uso, seguida de frutos com 10,4% e sementes com 9,4%. Adicionalmente, outras
partes vegetais figuraram menos freqlentes, tais como cascas, flores, seiva, raizes,
brotos, bulbos e troncos.

Apesar de muitas plantas ja terem sido descritas como possuidoras de atividade
anti-helmintica, poucas foram avaliadas cientificamente. Para todas essas iniciativas
de controle de nematddeos, existe a necessidade de trabalhos de pesquisa dentro dos
parametros cientificos que possam validar e certificar seu uso na medicina
etnoveterinaria (LANS, et al. 2007). A etnoveterinaria € uma ciéncia que envolve o
conhecimento das praticas populares utilizadas no tratamento ou na prevencéo das
doencas que acometem os animais (GITHIORI et al. 2006). Segundo MCCORKLE &
MATHIAS-MUNDY (1992), as plantas se enquadram na categoria de elementos
facilmente aplicaveis na medicina etnoveterinaria, para o desenvolvimento da

pecuaria.



2.4.1) Artemisia annua L

2.4.1.1) Caracterizagao geral

A. annua (Fig. 1) € uma espécie da familia Asteraceae, aromatica, perene,
arbustiva, conhecida comumente na China como “sweet wormwood” ou “Qinghaosu”
(KLAYMAN, 1985). O caule é ereto e ramificado, alcangando entre 0,5 a 2 m de altura,
as folhas alternadas variam de 2,5 a 5 cm em comprimento, s&o pecioladas e ovodide-
alargadas; as flores sdo amarelas e brilhantes (FERREIRA & JANICK, 1996).

08/2672005

Figura 1: Cultivo de Artemisia annua
Foto: Ana Carolina de Souza Chagas/USDA-ARS

A planta é originaria da Asia, cresce espontaneamente em varios tipos de
solos da Europa, Asia, América, norte da Africa e é atualmente produzida em muitos
paises, onde se desenvolvem projetos de adaptacéo da planta (BHAKUNI et al. 2001).
Em Mogambique, por meio do projeto do World Agroforestry Centre (ICRAF), tem se
realizado a propagagao ampla de Artemisia a varios agricultores (RUMLEY, 2009).

A. annua tem sido utilizada por muitos séculos na medicina tradicional chinesa
no tratamento da malaria (KLAYMAN, 1985; HOSTETTMANN, et al. 2003).
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2.4.1.2) Principios ativos de A. annua

BHAKUNI et al. (2001) mostraram, apds isolamento de diferentes partes da
planta, que os compostos responsaveis pela atividade da A. annua s&o os
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
(quinghaosu) 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).(Anexo).

O nivel de concentracdo da artemisinina na planta pode variar
consideravelmente, dependendo do material, condi¢gdes de cultivo, variagdo sazonal e
geografica. No geral, a artemisinina esta presente entre 0,01 e 0,4% em folhas e flores
da planta seca (VAN AGTMAEL et al. 1999).

A artemisinina é considerada uma potente droga antimalarica contra
Plasmodium falciparum e outros parasitas causadores da malaria resistentes a
cloroquina e a quinina (HEPPNER & BALLOU, 1998; BILIA et al. 2006).

2.4.1.3) Historico de atividade

Atualmente varios trabalhos tem sido desenvolvidos com a finalidade de se
estudar o efeito de A. annua e do seu principio ativo artemisinina na pecuaria. Os
resultados s&o promissores, com atividade antiprotozoaria, antibacteriana e
antioxidante (FERREIRA & JANICK, 2009), sobre coccideos, trematédeos e
nematodeos.

Investigando a atividade antiprotozoaria da artemisinina sobre a multiplicacéo
intracelular de taquizoitos de Neospora caninum, KIM et al. (2002) observaram

eficacia de 98,9% na inibicdo da multiplicagdo nas concentrac¢des de 20 e 10 pg/ml, 11
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dias pés-tratamento, e na de 1 uyg/ml no 14° dia. Em 2003, KUMAR et al. estudaram a
eficacia terapéutica de derivados da artemisinina (Artesunate, Falcigo® e Arteether
derivado sintético, E Mal®) e Buparvaquone (Butalex®), comparando com o
dipropionato de imidocarb (Imizol®), no tratamento de Babesia equi em azeninos
esplenectomizados. Foi observada uma reducao de 7,1%, 6,8% e 8,9% da parasitemia
nos primeiros dias de tratamento (4° a 19° dia) com Artesunate, Arteether e
Buparvaquone, respectivamente. Quando utilizou-se a cobinagdo de Arteether e
Buparvaquone, a parasitemia reduziu em 12,5% durante todo o periodo de tratamento
(69 dias) e no grupo tratado com imodocarb em 6,4%.

A atividade antimicrobiana e antifungica foi analisada por JUTEAU et al.
(2002) usando o dleo essencial de A. annua, extraido a partir das partes aéreas da
planta. Verificou-se que o 6leo essencial inibia consideravelmente o crescimento da
bactéria gram-positiva Enterococcus hirae e dos fungos Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae testados. O 6leo essencial demonstrou ter uma atividade
antioxidante equivalente a 18% comparativamente ao seu composto de referéncia, o
a-tocopherol.

O efeito contra coccideos em aves foi avaliado por YOUN et al. (2002)
administrando folhas secas de A. Annua, sendo que a artemisinina pura foi eficaz
contra pelo menos duas espécies de protozoarios, quando utilizada como um
suplemento aditivo. Os extratos de folhas e talos melhoravam em 90% a taxa de
sobrevivéncia dos frangos infectados com Eimeria tenella e o uso da planta inteira
resultava em 80%.

Segundo SHALABY et al. (2009) qualquer droga que tem o potencial para
atingir o tegumento de um parasita podera apresentar eficacia devido a fungcéo do
mesmo na imunoprotecdo, osmorregulagdo, absor¢cdo de nutrientes, percepcgao
sensorial e secregdo. Neste contexto, avaliaram in vitro o efeito da atividade de
Artemether, um derivado semi-sintético da artemisinina, sobre adultos de Fasciola
gigantica de bufalos, nas doses de 10 ug/ml, 20 pg/ml e 30 ug/ml. Observaram que em
24h pos-tratamento as lesbes no parasita foram aparecendo e estas se tornaram mais

graves a medida que se aumentava a dose, caracterizadas como inchago até o
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rompimento do tegumento do cone apical, desaparecimento das espinhas e bolhas em
torno da ventosa ventral.

Avaliando a atividade anti-helmintica, IQBAL et al. (2004) observaram em
ovinos com infeccao mista de nematédeos gastrintestinais uma redugéo de 67,2% do
OPG no 14° dia p6s tratamento com extrato aquoso de Artemisia brevifolia na dose de
3,0 g/kg pv (peso vivo). In vitro verificaram a paralisia completa e ou mortalidade 6 h
apo6s a exposigcado dos extratos aquoso e metandlico em adultos de H. contortus. Em
2009, TARIQ et al. avaliaram a eficacia anti-helmintica do extrato bruto aquoso (EBA)
e extrato bruto etandlico (EBE) das partes aéreas de Artemisia absinthium, contra
nematddeos gastrintestinais de ovinos. No teste in vitro observaram 73,6% e 94,7% de
inibicdo da motilidade de dultos de H. contortus para os EBA e EBE, respectivamente.
Constataram que o EBE é tao eficaz quanto o albendazol, que demonstrou uma
reducdo do OPG de 90,46% nos ovinos, na dose de 2,0 g/kg pv no 15° dia pds
tratamento. Na dose de 1g/kg pv a redugéo foi de 82,85% com mesmo periodo pds
tratamento. O EBA teve menor atividade comparativamente ao EBE, nas mesmas
doses e dias pos tratamento, tendo eficacia maxima na redugédo do OPG de 80,49%.

RAHMANN & SEIP (2008) mencionaram diferentes espécies de Artemisia que
sdo usadas como alternativas anti-helminticas: Artemisia herba-alba, Artemisia cina,

Artemisia dracunculus, Artemisia vulgaris e Artemisia abrotanum.

2.4.1.4) Farmacocinética da artemisinina

A farmacocinética é definida como o estudo quantitativo do desenvolvimento
temporal dos processos de absorgao, distribuigdo, biotransformacao e excrecado dos
farmacos. Nestes estudos, os teores dos farmacos e seus metabdlitos no organismo
(produtos da biotransformacdo) s&do determinados, permitindo a obtencdo de
importantes dados sobre estas substancias (BARCELLOS, 2009).

Segundo GOLENSER et al. (2006), os mecanismos de acéo atribuidos a
artemisinina incluem interferéncia nas proteinas de transporte na fun¢cao mitocondrial

do parasita, modulag&o da func¢ao imune do hospedeiro e inibicdo da angiogénese.
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Em estudo farmacocinético da artemisinina em caprinos, a dihidroartemisinina,
o principal metabdlito da artemisinina, apareceu no plasma 4 h apds a administragcéo
oral na dose de 23 mg de artemisinina/Kg pv e atingiu o seu pico 12 h depois. Nas
fezes, a concentragdo ndo absorvida de artemisinina nas primeiras 24 h atingiu 2,41
Mg/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 sanglineos
desejados (FERREIRA & GONZALEZ, 2008b).

2.4.1.5) Toxicidade

E a capacidade de uma substancia quimica produzir um efeito nocivo quando
interage com um organismo vivo. A toxicidade de uma substéncia depende da dose e
ou do sistema biolégico do individuo (INFOPEDIA, 2010).

Os efeitos adversos em pacientes tratados com artemisinina e derivados de
artemisinina 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 curta, sendo rapidamente eliminada do organismo
(FERREIRA & JANICK, 2009).

A administracdo da dihidroartemisinina via oral nas doses de 10, 20 e 30
mg/Kg pv em coelhos e de 20 mg/Kg pv em cées, 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). Observou-se 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 administracéo oral da artemisinina pode afetar estes

estagios e o proprio desenvolvimento gestacional em ratas. Assim, fica evidente que a
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toxicidade e a eficacia da artemisinina e da dihidroartemisinina dependem do seu

tempo de exposicao e da sua concentragcao no sangue (LI et al. 2002).
2.4.2) Melia azedarach L.
2.4.2.1) Caracterizagao geral

M. azedarach (Fig. 3) € uma espécie da familia Meliaceae, popularmente
conhecida como cinamomo, santa-barbara, lirio, lilds da india, amargoseira e tem sido
cultivada ha muitos anos como planta ornamental (BURKS, 1997).

Nativa da Asia, hoje estd amplamente distribuida em quase todos os paises
tropicais e subtropicais (BURKS, 1997). No continente Africano encontra-se distribuida
por quase toda a Africa sub sahariana, vinda da india como arvore ornamental. Na
regido austral, Africa do sul, Mocambique e Suazilandia é conhecida como “seringa’,

“‘maksering”, “margosa” (AGROFORESTRYTREE 2009).
N R N

Figura 2: M. azedarach
Foto: Rodrigo Giglioti, 2009

M. azedarach é descrita como uma planta de 15 a 20m de altura, folhas

caducas, ramos robustos, com casca arroxeada pontilhada de amarelo. As folhas sao

duas a trés vezes compostas e alternadas, as flores tém a cor lilas e o fruto é
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pequeno, amarelo e arredondado. E descrita como possuidora de diversas
propriedades terapéuticas (BURKS, 1997).

Na medicina popular, suas raizes, caule, folhas, frutos e flores tém sido
amplamente empregados contra uma variedade de doencas na China, india e
Austrélia. As suas folhas e flores sdo usadas para aliviar dores de cabega, dor
estomacal, para tratar doencas uterinas, da pele, cistites e como anti-helmintico
(OELRICHS et al. 1983; HAMMOND et al. 1997; JOSHI & JOSHI, 2000; KHAN et al.
2001).

BURKS (1997) afirmou que os extratos aquosos de folhas e sementes séo
usados no controle de insetos, acaros, nematédeos, como abortivo, anti-séptico,
purgante e diurético. Na Africa do Sul, os extratos sdo usados para o tratamento de
hanseniase e na reducado de ataques asmaticos (OELRICHS, 1983). Em Mogambique

€ usada para o tratamento de transtornos gastrintestinais (AAAS.ORG, 2010).

2.4.2.2) Principios ativos de M. Azedarach

Extratos de folhas e sementes de M. azedarach (Fig. 4) contém cerca de
quatro compostos ativos, azadiractina, salanina, meliantriol e nimbina (YAMASAKI et
al. 1988). Segundo TAKEYA et al. (1996) estes metabdlitos sdo os que se apresentam
biologicamente ativos contra parasitas. A analise fitoquimica dos extratos mais ativos
contra nematédeos gastrintestinais de ovinos revelou a presenca de taninos,
triterpenos e alcaldides (MACIEL, 2006).

2.4.2.3) Historico de atividade

A azadiractina provoca distor¢des na metamorfose, tem acao repelente, inibe
o crescimento, induzindo malformagédo, reducado da fertilidade e mortalidade do
parasita, Neves (1996) citado por (CHAGAS, 2004).

Pesquisas realizadas com diferentes extratos obtidos de folhas e de frutos de
M. azedarach mostraram efeito contra parasitas e outros agentes causadores de

doencgas em animais de interesse pecuario. CARPINELLA et al. (1999) detectaram
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atividade antifungica do extrato etandlico obtido a partir de frutos maduros contra os
fungos Candida albicans, Aspergillus flavus, Microsporum canis e Fusarium
moniliforme. GAJMER et al. (2002) verificaram atividade inseticida do extrato
metandlico das sementes sobre Earias vitella, com inibigdo de 59% da eclosao dos
OVOS.

Em 1985, AKHTAR & RIFFAT testaram o efeito do extrato aquoso, metandlico
e etandlico de frutos de M. azedarach em galinhas infectadas com Ascaridia galli.
Verificaram que 20 mg/kg de pv de frutos provocavam uma reducédo que variava de
15,7%, 18,5 e 67,8% nos extratos aquoso, metandlico e etandlico nos OPG realizados
entre 10 e 15 dias apds o tratamento. A eficacia do extrato hexanico dos frutos de M.
azedarach foi testada por BORGES et al. (2005), em bezerros infestados
artificialmente com o carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foi
aplicada uma solucéo a 0,25% do extrato em agua e acetona e foi realizada contagem
das fémeas desprendidas durante 21 dias ap6s exposi¢cédo, observando uma reducgao
de 24% da infestacao por carrapato.

Em ovinos, em 1994, PERVEZ et al. testaram in vivo a eficacia anti-helmintica
das sementes de M. azaderach em ovinos nas doses de 10mg/Kg a 1g/Kg pv e ndo se
observou nenhum efeito anti-helmintico entre o 7° e o 15° dia pés-tratamento.

Testes in vitro foram realizados por MACIEL et al. (2006) onde se avaliou a
atividade ovicida e larvicida de extratos etanoélicos e hexénicos de sementes, além de
extratos etandlicos e de cloroformio de folhas de Melia azedarach sobre H. contortus.
Observaram que o extrato etandlico das sementes foi mais ativo sobre ovos (CLsy de
0,36 mg/mL) e o extrato etandlico das folhas apresentou os melhores indices de
inibicdo do desenvolvimento larvar (CLsy de 9,18 mg/mL). A analise fitoquimica dos
extratos mais ativos revelou a presenca de taninos, triterpenos e alcalbides.

FALBO et al. (2008) avaliaram in vivo a atividade anti-helmintica dos frutos
secos e moidos de M. azedarach, em cordeiros naturalmente infectados com
nematodeos gastrintestinais, comparado com o albendazol. Neste experimento, os
animais foram tratados com dose unica de 0,2 g/Kg pv de frutos de M.azedarach e 0,5
mg/Kg pv de albendazol via oral. Os resultados encontrados demonstraram que o

albendazol apresentou eficacia de 51,96% e o cinamomo de 33,21%. Estes resultados
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indicam que, apesar de reduzido efeito anti-helmintico, os frutos de M. azedarach
secos, moidos e administrados juntamente com a ragdo apresentam alguma atividade

anti-helmintica.
2.4.2. 4)Toxicidade

Em coelhos ndo foi observada nenhuma alteragdo clinica (temperatura,
freqUéncia respiratoria e cardiaca) ap6s administragdo oral nas doses unicas de 20 25
e 30 g/Kg pv de frutos triturados e peletizados de M. azedarach (BEUTLER et al.
2008).

MENDEZ et al. (2002) induziram uma intoxicacdo experimental usando folhas
verdes de M. azedarach na dose unica de 5 a 30 g/Kg pv em 11 bovinos. Oito a 24 h
apods a ingestdo das folhas os sinais clinicos foram caracterizados por depressao,
atonia ruminal, fezes duras com sangue, incoordenagido, tremores musculares,
decubito esternal, hipotermia e dores abdominais com permanéncia de 2 a 72 h. Trés
dos animais que receberam 30 g/kg pv pereceram. J& em 2006, MENDEZ et al.
administraram frutos maduros e triturados de M. azedarach misturados com a ragao
de 8 suinos na dose unica de 5 a 20 g/Kg pv, 0s animais que consumiram a dose de 5
g/Kg pv tiveram como unico sintoma diarréia passageira. Nos que ingeriram doses
unicas de 10, 15 e 20 g/kg pv os sinais clinicos observados caracterizaram-se por
incoordenacgdo, tremores musculares, dificuldade para manter-se de pé, relutancia
para levantar-se, decubito esternal e hipotermia e os dois suinos que ingeriram 20
g/kg pv vieram a oébito.

OELRICHS et al. (1985) afirmam que a toxicidade das plantas pode variar de
acordo com a area onde crescem e que algumas arvores podem nao ser toxicas. Isto
se deve ao fato de os metabdlitos secundarios, onde se encontram concentrados os
principios ativos, sofreram alteragbes de acordo com as condigbes ambientais
submetidas a planta durante o crescimento. GOBBO-NETO E LOPES (2007)
observaram que sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao
ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e a indugdo por estimulos

mecanicos ou o ataque de patdgenos influenciam o conteiudo dos metabdlitos
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secundarios. A época em que a planta & coletado, as condigbes de coleta,
estabilizagcdo e estocagem sdo fatores de maior importancia, visto que podem ter
grande influéncia na qualidade e, conseqientemente no valor terapéutico de

preparados fitoterapicos.

2.4.3)Trichilia claussenii C
2.4.3.1) Caracterizagao geral

T. claussenii (Fig. 4) € uma espécie da familia Meliaceae, que é conhecida
popularmente no Brasil por catigua, catigua-vermelho, quebra machado. E uma arvore
que atinge entre seis e 12 m de altura, folnas compostas e frutos de capsula ovéide.
No Brasil ocorre entre Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul
(LORENZI, 2000).

O género Trichilia possui cerca de 70 espécies distribuidas na sua maioria em
terras baixas da América tropical, 14 espécies na Africa e duas na Regido Indo-Malaio.
Ocorre também nos estratos inferiores de florestas da Amazénia (REITZ, 1984). No

continente Africano, ocorre a espécie Trichilia emetica desde a regido Central até a

Figura 3: T. claussenii
Foto: Juliano Pérsch, 2009,
<http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1026>
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2.4.3.2) Principios ativos de T. clausenii

PUPO et al. (1997) afirmam que as espécies da familia Meliaceae séo
conhecidas por serem possuidoras de uma rica fonte de limondides, com atividade
bioldgica contra insetos, inibindo a alimentacdo e a ecdise. O estudo quimico das
folhas de T. claussenii resultou no isolamento de 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-
ona e uma mistura de acidos w-fenil alcandéicos e alcendicos, além dos aminoacidos
N-metilprolina, 4-hidroxi-N-metilprolina e do sesquiterpeno epdxido de cariofileno
(PUPO et al. 1996). Dos galhos foram isolados esteroides pregnanos (PUPO et al.
1997) e trés novos sesquiterpenos 14 - hidroxielemol, germacra-10(14)-em-9,11,15-
triol e germacra-3,10(14)-dien-9,11-diol-4-carbaldeido. Também foram isolados os
sesquiterpenos [B-eudesmol, criptomeridiol e o triterpeno 22,25-diidroxi-9,19-
ciclolanost-23-en-3-ona (PUPO et al. 2002). O estudo quimico dos frutos levou ao
isolamento de novas y-lactonas (PUPO et al. 1998).

MATOS (2006) identificou varias substancias da mesma espécie utilizadas no
presente trabalho. No extrato hexanico das folhas de T. claussenii foram isolados
também os esterdides B-sitosterol, estigmasterol, campesterol, sitostenona e os
triterpendides a-amirina, B-amirina, lupeol, lupenona, além do triterpeno do tipo

cicloartano 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona e do sesquiterpeno criptomeridiol.

2.4.3.3) Historico de atividade

Varias espécies da familia meliaceae tem sido pesquisadas: MATOS et al.
(2006) relataram a atividade inseticida das espécies da Trichilia. Bray et al. (1990) e
Champagne et al. (1992), citados por MATOS (2006), mencionam a sua atividade
antifungica, antibacteriana e antiviral. TOGOLA et al. (2005) discutem a atividade
antiparasitaria no controle da malaria e também como antinflamatoéria.

Programas de “screening” da familia Meliaceae tém identificado o género
Trichilia como fonte para desenvolvimento de inseticidas. Entretanto, apesar do

isolamento de limonoides com diversas atividades biologicas, poucos trabalhos foram
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desenvolvidos com o objetivo de se aplicar esses compostos sobre parasitas na
agropecuaria.

MATOS (2006) testou os extratos hexanico e metandlico das folhas, hexanico
de ramos e metandlico de frutos de T. claussenii sobre a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda, uma das principais pragas da cultura do milho. Observou-se
uma taxa geral de mortalidade acima de 60%. Constatou-se também que o extrato
metanodlico dos frutos foi o que apresentou maior atividade inseticida, inibindo ou
retardando o desenvolvimento larvar em 1 a 3 dias.

No continente Africano, T. emetica tem sido alvo de varias pesquisas em
diferentes areas. Contra a esquistossomose, o efeito letal foi observado por SPARG et
al. (2000), como anti-plasmddico por BAH et al. (2007), antifungico e antibacteriano
por SHAI et al. (2008), anti-tripanossémica e antileishmania por HOET et al. (2004). As
observacdes mostraram evidéncias de que os extratos do género Trichilia apresentam

atividade contra varios agentes etioldgicos de doencas.
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3) OBJETIVOS

Com base na avaliagdo da atividade anti-helmintica de géneros vegetais comuns ao

Brasil e a Mogambique, teve-se por objetivos:

- Obtencdo de extrato ativo de A. annua, usando como solvente o bicarbonato de
sodio a 0,1%;

- Avaliar a atividade anti-helmintica in vitro de extratos das espécies Artemisia annua
L., Melia azedarach L e Trichilia claussenii C em testes de eclodibilidade e

desenvolvimento larvar de nematodeos gastrintestinais de ovinos;

- Avaliar a atividade anti-helmintica in vivo da espécie mais ativa nos testes in vitro,
bem como do seu bioativo purificado, sobre ovinos Santa Inés, naturalmente

infectados por nematédeos gastrintestinais;

- Investigar alternativas fitoterapicas de baixo custo para uso no controle de
nematodeos gastrintestinais de pequenos ruminantes para a agricultura familiar, por

meio de validagao cientifica.
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Local de execugédo

O experimento foi desenvolvido na Empresa Brasileira de Agropecuaria
(Embrapa), unidade Centro de Pesquisa Pecuaria Sudeste (CPPSE), no Setor de
Ovinocultura e no Laboratério de Sanidade Animal, entre junho e dezembro de 2009.
A unidade se localiza na cidade de Sao Carlos, Sao Paulo, latitude de 21°57'42"(S),
longitude de 47°50'28"(0) e altitude de 860 m.

Durante o periodo do experimento, os dados climaticos foram coletados na
Estacdo Meteorologica do CPPSE e a temperatura média foi de 20,7°C, a umidade

relativa média de 75% e a precipitacao pluvial de 718,5mm.

4.2) Obtencao dos extratos ativos

4.2.1) Artemisia annua
4.2.1.a) Extratos fornecidos pelo Centro Pluridisciplinar de pesquisas

Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA)

A espécie é cultivada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). A
matéria seca foi coletada em margo de 2008, a secagem inicial foi a campo e a final
em secador a gas até a obtengcdo de teor de umidade final de 12%. O CPQBA
produziu quatro extratos conforme SIMOES et al. (2004), utilizando diferentes
solventes para a extragdo nao sequencial:

1) Extrato aquoso: o solvente foi agua, seguida de liofilizagao;

2) Extrato de bicarbonato de sodio: agua basificada com bicarbonato de sédio a
0,1%;

3) Extrato de diclorometano: diclorometano, seguida de concentracao em rota-

evaporador;
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4) Extrato etandlico: produzido seguindo-se a metodologia descrita por
RODRIGUES et al. (2006), usando o processo classico de extragdo, onde se colocou
1 kg de planta seca e moida ao etanol 96° GL como liquido extrator, com auxilio de
agitagédo mecénica durante 4 %2 h (3 x de 1 2 h), a temperatura ambiente. Os extratos
obtidos foram filtrados, reunidos e concentrados até 1/3 do volume total, fornecendo
um extrato denominado extrato etandlico concentrado. Ele foi submetido a evaporacao

até a secura do solvente.

4.2.1.b) Extrato de bicarbonato de sédio produzido na Embrapa Pecuaria
Sudeste (CPPSE)

A extracéo foi feita nos meses de agosto a novembro de 2009 no CPPSE. Foi
adaptada a metodologia descrita por TARIQ et al. (2009), onde 300g de material
vegetal foi pesado e imerso em 5 litros de solugdo de bicarbonato de sédio a 0,1%
aquecida até 70°C. Agitou-se por 10 min, deixou-se em temperatura ambiente por 24 h
protegido da luz e em seguida filtrou-se a solugdo sob quatro pedacos de gaze
sobrepostos. A solucao filtrada foi liofilizada e o produto da liofilizacdo foi
homogeneizado e armazenado a uma temperatura de 4°C, protegido da luz até o uso.
Amostras homogéneas foram coletadas e enviadas para analise quimica no United
States Department of Agriculture, Agricultural Research Service/Appalachian Farming
Systems Research Center (USDA-ARS/AFSRC).

4.2.1.c) Quantificagdo da artemisinina e deoxiartemisinina (Extratos
CPQBA)

A quantificacdo do teor de artemisinina e de deoxiartemisinina dos extratos foi
realizada pela equipe de fitoquimica do CPQBA utilizando-se a metodologia
desenvolvida e validada por CELEGHINI et al. (2009) onde os extratos foram
suspendidos em baldo volumétrico de 5,0 mL com metanol grau cromatografico,

filtrados sob membrana Millex 0,45 ym Millipore JBR6. 10222 e analisados por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia com indice de refracdo (CLAE-IR). As amostras
para cada fase foram preparadas da seguinte forma: a fase moével foi feita misturando
os solventes (H20: MeOH) na proporgéo de 60:40, filtrado em filtro Millipore de 0,45
pMm e sonificada sob vacuo, para obtencdo da curva analitica. Pesou-se 65 mg dos
extratos para diluicdo em 25 mL de metanol grau CLAE. Desta forma, obteve-se uma
concentracdo mae de 2,444 pg/mL padréo analitico com 94% de pureza. Os pontos da
curva analitica foram injetados em triplicata, com concentragées de 50 a 1250 ug/mL

obtendo-se a curva através do software Empower.

4.2.1.d) Quantificagdo da artemisinina, acido dihidroartemisinico e do
acido artemisinico por CLAE- UV e determinagcao da capacidade antioxidante

pelo método ORAC (extrato de bicarbonato de sédio da Embrapa)

O extrato de bicarbonato de sdédio foi analisado em CLAE-UV segundo a
metodologia descrita por FERREIRA & GONZALEZ (2008a), com o solvente de
extracdo modificado, onde 100 mg de extrato liofilizado foi adicionado em 10 mL de
uma solucédo de 60% acetonitrila para 40% de 0,1% acido acético (pH=3,25), e
sonicados por 30 min a 38 °C. Apds extracdo, a solucao foi filtrada em filtro de nylon
Millex de 0,2 ym e injetada no CLAE para a quantificagcdo da artemisinina, do acido
dihidroartemisinico e do acido artemisinico.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante atribuida pelos flavondides e
acidos fendlicos, os extratos foram analisados pela capacidade de absorcao de radical
oxigénio (ORAC), em que 100 mg do extrato liofilizado foi adicionado em 10 mL de
acetona:agua:acido acético (70:29,5:0,5), agitados em vértex por 30 seg e sonicados
por 10 min a 37°C. Apds este periodo foram agitados em vortex por 15 seg e depois
centrifugados a 3.000 rpm por 7 min, o sobrenadante foi transferido para um bal&o de
25 ml e as etapas anteriores foram repetidas. Os sobrenadantes foram combinados
em um baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com
acetona:agua:acido acético. As amostras foram diluidas 200 vezes em solugéo

tampao de fosfato. Foram distribuidos 40 yL em uma placa de 48 pocos e em cada



25

poco foi adicionado 400 uL de fluoresceina. A leitura foi feita em um leitor de placas de
fluorescéncia fixada nos comprimento de onda de 485 nm para excitacdo 520 nm para
emissdo. As amostras reagiram com o oxidante APPH (2,2'-azobis-(2-aminopropano)
dihidrocloreto) e a fluoresceina aquecida a 37°C. Esta reacao foi monitorada em 45
ciclos. A capacidade antioxidante foi calculada pela diferenca entre a area sob a curva
(AUC) das amostras e os padrdes (usando Trolox como antioxidante padrdo, um
composto analogo a Vitamina E, mas soluvel em agua) e expressa em micromoles
equivalentes de Trolox por grama de peso seco (umoles TE/gr ps), de acordo com
método pré-estabelecido (PRIOR et al. 2003).

4.2.1.e) Quantificagao da artemisinina nas capsulas (Nutricology, Alergy

Research Group)

O conteudo de trés capsulas de 100 mg foi colocado num frasco volumétrico de
100 mL e o volume foi completado com acetonitrila. Apds agitacao dos frascos, uma
aliquota de 1,0 ml foi retirada e filtrada (0,2 um filtro de nylon Millex) e 10 pyL foram
injetados no CLAE para analise. Esta quantificacdo foi feita para se determinar se
artemisinina das capsulas era a mesma referida na bula, depois de um periodo de

estocagem.

4.2.2) Melia azederach

Os frutos verdes foram colhidos em fevereiro de 2009, na Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Goiania. Apos serem secos durante sete dias a 40°C, com

circulagédo e renovacao de ar, os frutos foram triturados em moinho de facas rotativas.

4.2.2.a) Extrato Hexanico

A matéria seca triturada foi submetida a extracdo por percolagdo a frio em
Soxhlet, utilizando-se como solvente o hexano. Em seguida, o solvente foi evaporado

em um rotaevaporador até a eliminagcao total do mesmo. Posteriormente, sob presséo
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reduzida, e para maior eficiéncia do processo, o extrato passou por uma bomba de
vacuo para retirar o maximo de residuo de solvente. O extrato foi armazenado em

geladeira (4° C) até o uso.

4.2.2.b) Principios ativos

Em funcdo da impossibilidade de realizacdo da analise fitoquimica deste

extrato, a discussio baseou-se em levantamentos da literatura.

4.2.3) Trichilia claussenii

As folhas de T. claussenii foram coletadas em Piracicaba/SP na Escola

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ).

4.2.3.a) Extrato metandlico

O extrato metandlico foi fornecido pela equipe de fitoquimica da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) em maio de 2009 e sua preparagdo ocorreu da
seguinte forma: as folhas foram submetidas a extracéo a temperatura ambiente e em
repouso, com solventes em ordem crescente de polaridade (Hexano, MeOH e
MeOH/H20 1:1) durante 7 dias. Apos a evaporagéo dos solventes foi obtido o extrato

metanolico.

4.2.3.b) Principios ativos

Este foi feito através de cromatografia liquido-liquido, em que o extrato foi
fracionado por meio de solventes na ordem crescente de polaridade (hexano, CH2CI2,
AcOET, n-BuOH). As fragbes obtidas foram submetidas a coluna em sephadex LH-20,
¢ =14,0 cm e h = 119,0 cm. Utilizou-se como eluente o CH2CI2/MeOH. As fracdes
obtidas da coluna foram identificadas conforme MATOS (2006).
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4.3) Teste in vitro

4.3.1) Determinagao das concentragoes dos extratos

As concentragdes foram determinadas seguindo a razdo de 2 de 0,58 pg/mL a
160 ug/mL, para o teste de eclodibilidade e 0,58 yg/mL a 18,7 uyg/mL para o de
desenvolvimento em seis repeticdes para cada concentracdo. A menor concentragao
foi determinada com base na eclodibilidade e ou desenvolvimento larvar semelhante
ao controle e a maior concentragéo foi com base na turvacao da concentracdo, pois

quanto mais turvo, mais dificil a leitura.

4.3.2) Recuperagao de ovos de nematodeos gastrintestinais

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal em animais previamente
selecionados, infectados naturalmente por nematédeos gastrintestinais (95% de H.
contortus) e OPG superior a 2000. Entre 10 e 20 g de fezes foram processadas
segundo a técnica de COLES et al. (1992), modificada por BIZIMENYERA et al.
(2006). As fezes foram maceradas e homogeneizadas em agua aquecida a 40°C e
filtradas em uma sequéncia de peneiras com malhas contendo poros de 1 mm, 105
pm, 55 um e 25 ym. Apos esta seqiéncia de lavagem com agua destilada, os ovos
coletados da ultima peneira, foram distribuidos em tubos falcon de 50 mL e
centrifugados da seguinte forma: apds a primeira centrifugacédo a 1.100 x g/5 min,
descartou-se o sobrenadante e completou-se com solugcédo salina saturada para a
ressuspensao do sedimento; centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢gbes que a
anterior e o sobrenadante foi lavado na peneira de 25 pym com agua destilada
sucessivas vezes, até a retirada total da solu¢do salina. O conteudo da peneira foi
despejado em um célice de sedimentacédo por 1h a temperatura ambiente e os ovos
recuperados foram transferidos para um Becker, e quantificados em aliquotas de 25

ML com aproximadamente 100 ovos, para uso imediato.



28

4.3.3) Teste de Eclodibilidade Larvar (TEL)

Apbs a recuperagéo dos ovos, foi seguido o procedimento descrito por COLES
et al. (1992), modificada por BIZIMENYERA et al. (2006). Em placas de 24 pocos, 25
ML da suspensdo de ovos com aproximadamente 100 ovos foram pipetados e
colocados nos pocgos. Calculado o volume final de 1 mL para cada pogo em 6
repeticbes por concentragdo, os tratamentos fitoterapicos foram preparados nas
diferentes concentragcbes e adicionados. Para completar o volume final usou-se agua
destilada. Para uma melhor diluicao do extrato, foi adicionado Tween 80 a 3%.

Os controles foram feitos com agua destilada (controle negativo) e o controle
positivo com o emulsificante Tween 80 a 3%. As placas foram identificadas e
acondicionadas por 24 h em B.O.D. a 27°C, umidade relativa (UR) >80%. Apds este
periodo, foi adicionada uma gota de lugol, para inibir possiveis eclostes, fez-se a
contagem dos ovos e das larvas que eclodiram (L) em microscépio invertido. Para o
calculo do Probit estimando-se a CLsp e a ClLgg foi calculada a porcentagem de

eficacia (E) por poco conforme formula abaixo:

E=(ovo+L4)-L1x100

ovo + L4

4.3.4) Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL)

Seguindo-se a metodologia descrita por Hubert & Kerbouef (1992), modificada
por BIZIMENYERA et al. (2006), 25 uL de suspensédo com aproximadamente 100 ovos
foram pipetados em cada pogo de placas de 24 pocgos. Em cada pogo adicionou-se 80
ML de meio nutritivo (E. Coli), completou-se com agua destilada até perfazer um
volume de 200 pL. As placas foram identificadas, envolvidas com plastico PVC e
acondicionadas por 24 h em B.O.D. a 27°C, UR >80%. Apos este periodo, observou-
se em microscopio invertido se as larvas eclodiram e prepararam-se as solu¢des

fitoterapicas para um volume final em cada pog¢o de 500 pL. Usou-se o emulsificante
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dimetilsulféxido (DMSO) a 1% para diluir os extratos. Adicionou-se aos pogos o
fitoterapico, embalou-se com plastico PVC e acondicionou-se em B.O.D. nas mesmas
condigbes por mais quatro dias. Apds este periodo, procedeu-se a contagem em
microscoépio invertido das Ly e L3 em cada pogo, calculou-se a porcentagem de

eficacia (E) conforme formula abaixo:

E=(Li+L3)—Lsx 100
L+ L3

4.4) Teste in vivo

Apés a realizacao dos testes in vitro e selegcéo da espécie vegetal e seu extrato
mais ativo (A. annua, extrato aquoso com bicarbonato a 0,1%), procedeu-se a
realizacao do teste in vivo com o extrato e seu ativo sintético (artemisinina). Foram
utilizados um total de 24 ovinos de raca Santa Inés, divididos em 4 grupos de 6
animais cada de ambos os sexos, com média de sete meses de idade e com pesos
que variavam de 18 a 24 Kg pv. Os animais estavam naturalmente infectados com
nematodeos gastrintestinais confirmado pelo exame qualitativo e quantitativo de fezes
segundo UENO & GONCALVES (1998). Os animais selecionados, a sua distribuicdo
para os grupos 1, 2 e 4 foi feita alternadamente, seguindo-se a ordem decrescente do
OPG, o grupo 3 foi feito com base na quantidade de extrato existente para a
realizacao do experimento. Os grupos ficaram com o OPG médio de: Grupo 1 com
5.600, grupo 2 com 9.900, grupo 3 com 20.000 e o grupo 4 com 5. 8000. A diferenca
do OPG médio dos grupos ocorreu em funcao da selecado de animais de menor peso
para receber o extrato, ja que a dose foi por kg de pv. Os animais menores estavam
com o OPG mais elevado. Eles foram mantidos em baias separadas e tratados via oral
por meio de seringa descartavel da seguinte forma:
G1- controle negativo: recebeu 20 mL de 6leo se soja comercial;
G2- controle positivo, tratado com Cloridrato de Levamisole (Ripercol L 7,5% Fort

Dodge) dose 1 mL/10 kg pv
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G3- tratados com dose Unica de 2 g/Kg pv de extrato aquoso com bicarbonato a 1%
misturado em 20 mL de 6leo de soja;

G4- tratados com dose unica de 100 mg/kg pv de artemisinina (Allergy Research
Group®), misturada em 20 mL de 6leo de soja.

Doze horas antes do tratamento os animais foram mantidos em jejum. Amostras
de fezes de cada animal foram coletadas diariamente do dia zero ao 15° dia pés-
tratamento. A presenca de ovos de nematdédeos foi avaliada e o OPG foi determinado
usando-se o método descrito por UENO & GONCALVES, (1998).

A porcentagem de redugao do OPG foi feita usando-se a férmula:

% de reducgdo = média OPG pré tratamento — média OPG po6s tratamento x 100

média OPG pré tratamento

Em dias alternados foi feita a coprocultura por grupo de tratamento conforme a
técnica descrita em UENO & GONCALVES (1998).

Nos dias 0, 7 e 14 po6s tratamento foram coletadas amostras de sangue dos
ovinos para a determinagao do hematécrito.

Nas horas 0, 12, 24, e 36 pos tratamento, amostras de fezes de cada animal
foram coletadas, secas em estufa a 60°C e enviadas para analise em CLAE-UV no
USDA-ARS para deteccao da presenca de artemisinina conforme metodologia descrita
por FERREIRA & GONZALEZ (2008b): Extracdo de cerca de 500 mg da amostra seca
de fezes por refluxo em 50 mL de éter de petroleo durante uma hora, por duas vezes.
O sobrenadante foi separado a cada extracao e transferido para um exaustor para
secagem completa. Apos 24 h o residuo seco de éter de petréleo foi reconstituido em
10 mL de acetonitrila (duas lavagens de 5.0 mL cada), filtrado por um filtro de nylon

Millex de 0,2 ym e uma aliquota foi analisada por CLAE-UV.
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4.5) Analise estatistica

O calculo das concentracgdes letais dos extratos nos testes in vitro foi realizado
por meio do ajuste de regresséao utilizando-se distribuicdo normal e logistica, com as
estimativas dos parédmetros dessas equacdes obtidas por maxima verossimilhanca. O
procedimento utilizado foi probit do SAS com as variaveis independentes (dose)
transformadas por logaritmo natural (log da dose). A qualidade de ajuste dos modelos
(goodness-of-fit) foi avaliada por meio do teste de Qui-quadrado de Pearson e teste de
razao de maxima verossimilhanca. Os resultados do testes in vivo foram analisados

usando-se o teste de Tukey, para comparacao das médias.
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5) RESULTADOS

5.1) Estudo quimico dos extratos

5.1.1) Artemisia annua

A analise dos quatros extratos vegetais permitiu a quantificacdo de artemisinina

e da deoxiartemisinina (Tabela 1).

Tabela 1- Quantificacdo da artemisinina e da deoxiartemisinina nos quatro

extratos vegetais de A. annua gen6tipo CPQBA — Unicamp

Extrato Artemisinina Deoxiartemisinina
(g/1009) (g/1009)
A. annua - Extrato aquoso 0,28 0,099
A. annua - Extrato bicarbonato de 0,36 0,144
sodio
A. annua - Extrato etandlico 4,43 1,292
A. annua - Extrato diclorometano 9,79 2,30

Avaliando os valores encontrados foi possivel observar que o extrato
diclorometano apresentou maior quantidade de arteminisina e de deoxiartemisinina,
seguido pelo extrato bicarbonato de sodio. Esses resultados também demonstram a

maior afinidade dessas substancias pelo solvente diclorometano.

Podem-se observar na tabela 2, os constituintes de maior interesse no extrato
bicarbonato de sé6dio de A. annua produzido na Embrapa. A média da capacidade
antioxidante (ORAC) desse extrato em pymoles TE/g foi de 2295,02, com o desvio
padrao de 26%, e o desvio padréo relativo ao numero de repeti¢des (n=8) de 9.2%.
Este valor mostra que o extrato de A. annua teve alto teor de flavondides e de acidos

fendlicos.
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Tabela 2- Quantificagdo da artemisinina, acido dihidroartemisinico e do acido

artemisinico no extrato vegetal de A. annua gendtipo CPQBA- Extracao Embrapa

A. annua - Extrato Artemisinina* Acido Acido
bicarbonato de sédio dihidroartemisinico* artemisinico*
Extraidos na fase 0,91 0,11 0,014
moével CLAE

Extraidos em 90% 0,91 0,10 0,020
MeOH

* em g/100g de extrato

A analise cromatografica do conteudo das capsulas (Nutricology, Alergy
Research Group) contendo a artemisinina fornecida aos animais demonstrou que a
quantidade de artemisinina foi estavel, 1,004 mg/mL, ou seja, muito proximo do que se
esperava que fosse de 1 mg/mL conforme a bula, o que indica que a artemisinina apés

0 encapsulamento e estocagem manteve-se estavel.

5.1.2) Trichilia claussenii

Do extrato metanodlico das folhas de T. claussenii foram isolados os esteréides

24-metileno-33,43,22a-triidroxi-colesterol e -B-O-B-Dglucopiranosil sitosterol.

5.2) Testes in vitro

O percentual de inibicdo da eclodibilidade e do desenvolvimento aumentou
significativamente com o aumento das concentragbes dos extratos, exceto no extrato
aquoso de A. annua, no qual o aumento da dose diminuiu o percentual de inibicdo da
eclodibilidade. As concentragdes letais para cada extrato estdo apresentadas nas
Tabela 3 e Tabela 4, onde se pode ver que o extrato de bicarbonato de sddio

apresentou a menor CLsp € Clgg.



34

Tabela 3- Inibigdo da eclodibilidade (ug/mL) das larvas de nematédeos gastrintestinais

de ovinos submetidas aos tratamentos com extratos vegetais e controle

Extrato CLso CLogo P
A. annua - Extrato aquoso 66,49 21,74 0,0001
A. annua — Extrato* bicarbonato de sédio 0,0002 1,50 0,0001
A. annua - Extrato etanolico ol ek ek
A.annua - Extrato diclorometano rk ek i
A. annua — Extrato** bicarbonato de sédio 0,0677 1,27 0,0001
M. azedarach 572,2 1137.,8 0,0033
T. claussenii 263,8 5225 0,0001

*Extrato CPQBA, ** Extrato Embrapa, *** Nao foi possivel calcular porque todas as
concentragdes testadas causaram 100% de inibigéo.

Tabela 4- Inibicado do desenvolvimento (ug/mL) das larvas de nematddeos

gastrintestinais de ovinos submetidas aos tratamentos com extratos vegetais e

controle
Extrato CLso CLogo P
A. annua — Extrato* bicarbonato de soédio 1,67 23,80 0,0001
M. azedarach 0,675 60,85 0,0001
T. claussenii 1,075 26,38 0,0001

* Extrato Embrapa

Os resultados demonstraram que os extratos tém atividade ovicida e larvicida,
contudo, os extratos hexanico de M. azedarach e metandlico de T. claussenii
precisaram de doses elevadas para inibir a eclodibilidade larvar comparativamente ao

extrato de bicarbonato de sédio de A. annua.

5.3) Testes in vivo

5.3.1) Efeito do tratamento no hematoécrito

No DO a comparagdo das médias do hematdcrito entre os grupos controle,

levamisole e artemisinina ndo apresentou diferenga, ocorrendo o oposto para o grupo
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tratado com extrato de A. annua, que eram animais menores € que iniciaram o
experimento com o OPG mais elevado, esta observagédo manteve-se até ao 7° dia.
Quinze dias pdés o tratamento, entre o grupo artemisinina e levamisole né&o

houve diferenca significativa. (Tabela 5 e Grafico 1).

Tabela 5 - Resultados das comparag¢des multiplas do hematocrito dos ovinos dos

grupos controle e tratados no dia do tratamento (DO), no 7° (D7) e 15° dia (D15) pés

tratamento.
Tratamentos / Médias’
Dia Controle Levamisole A.annua Artemisinina
DO 283+46" 25,8+ 34" 16,8+ 3,372 26,1+ 4,97
D7 25,0+ 3,7 AP 26,3+2,84 15,5 + 3,152 21,3+ 7,07
D15 22,8+3,2°F° 30,1+2,7% 14,5+3,5% 25,4 + 3,3/

1: Médias da somatéria das seguidas pela mesma letra, maiuscula na linha e
minuscula na coluna, néo diferem entre si pelo teste Tukey (P=0,05)

Grafico 1- Médias aritméticas do hematdcrito (%) dos grupos controle e tratados no dia
do tratamento (DO0), no 7° (D7) e 15° dia (D15) pos tratamento.
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5.3.2) Médias do OPG e Redugao

A atividade anti-helmintica do extrato de A. annua demonstrou uma reducéo
significativa na média aritmética do OPG. O Grafico 2, mostra uma diminui¢do na
média do OPG do 4° ao 15° dia pds tratamento para artemisinina e do 11° ao 15° dia

para o extrato de A. annua. A redugdo maxima foi verificada no 14° para o extrato de

A. annua (31,97%) e no 15° para a artemisinina (41,37%) (Tabela 6).

Grafico: 2 — Médias aritméticas do OPG do DO ao 15° dia apés tratamento dos grupos

controle e tratado
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Tabela 6- Resultados das comparag¢des multiplas da redu¢do do OPG (%) do D1 ao

D15 em relagao ao DO dos grupos controle e tratados.

Tratamentos / Médias’

OPG Controle Levamisole A. annua Artemisinina
1 13,31+16,39 " 87,16+7,19°%  12,35+19,32"@ 4,24+10,39"2
2 10,84+23,36 "° 97,11+4,40%%  1548+26,64"  13,83%+15,26"°
3 14,33+18,99 99,64+0,57 6,25¢15,31%%  14,17+20,68 "
4 5,48+6,70 " 95,88+4,98 9,26+6,61"%  6,52+11,21"2
5 2,7245.41 "2 98,14+2,60 °° 6,82+15,55”%  18,63+20,93 "
7 8,80+21,55 " 05,89+6,69%  22,75+22 94"  17,35+20,67 "
8 8,80+21,55 " 05,89+6,69°%  22,75+2294"*  17,35+20,67 *°
9 0,00+0,00% 95,1745,40%%  19,41+21,75"®  21,65+25,42"°
10 0,00+0,00" 96,6142,80“® 1526+17,39"%%  23,82+19,87
11 0,00+0,00" 91,99+10,75%  11,47+17,32"%  22,21+26,45"°
14 0,00+0,00" 88,66+17,80°%  31,97+34,15"  26,36+23,85"
15 0,00+0,00" 93,60+11,39%%  26,33+23,92°%%  41,37+34,57 %

1: Médias da somatéria de log(x+1) seguidas pela mesma letra, maiuscula na linha e

minuscula na coluna, n&o diferem entre si pelo teste Tukey (P=0,05)
5.2.4) Resultados da coprocultura
A tabela 7 indica que os géneros de parasitas presentes nos animais nao

diferem entre os grupos de tratamento (P = 0,05). A espécie H. contortus é a que

ocorre em maior porcentagem em todos os grupos.
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Tabela 7- Resultados das comparagdes multiplas das coproculturas (%), realizadas

em dias alternados do DO ao D15 nos grupos controle e tratados.

Grupos Experimentais/ Média'
Larvas

Controle Levamisole A. annua Artemisinina

Haemonchus 91,29 + 541 » 84,29 + 983 ”* 89,86 + 558 * 89,40 + 811 *

+
+
+

519 A 1557 + 971 » 943 + 571 * 10,16 + 8,06 *

+
+
+
+

Trichostrongylus 8,43

Oesophagostomum 0,29 + 0,49 * 0,14 + 0,38 * 0,71 + 0,76 * 0,44 + 0,55 *

+
+

1: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si
pelo teste Tukey (P=0,05)

5.2.5) Quantidade de artemisinina e deoxiartemisinina recuperada nas

fezes

As tabelas 8 e 9 indicam a quantidade de principio ativo que & eliminado nas
fezes dos ovinos nas primeiras 36 horas apds o tratamento. Pode-se observar uma
elevada variacdo dos resultados entre os animais dentro do mesmo grupo de

tratamento.
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Tabela 8 - Quantidade, média e desvio padrdo da artemisinina e da deoaxiartemisinina

recuperada nas fezes nas horas 0, 12, 24 e 36 nos ovinos que receberam o extrato de

A. annua
Artemisinina (pg/g) Deoxiartemisinina (pg/qg)
Animal h 12 h 24 h 36 h Oh 12 h 24h 36h
817 0 0,36 0,02 0,02 0 0,04 0,02 0,02
823 0 0,00 0,04 0,02 0 0,00 0,04 0,02
825 0 2,71 0,05 0,04 0 1,60 0,04 0,03
834 0 0,21 0,04 0,02 0 0,02 0,04 0,02
836 0 0,23 0,03 0,02 0 0,01 0,02 0,01
848 0 0,88 0,04 0,03 0 0,58 0,03 0,03
Média 0 0,73 0,04 0,02 0 0,37 0,03 0,02
DP 0 1,01 0,01 0,01 0 0,64 0,01 0,01

Tabela 9 - Quantidade, média e desvio padrdo da artemisinina e da deoaxiartemisinina

recuperada nas fezes nas horas 0, 12, 24 e 36 nos ovinos que receberam artemisinina

Animal
710
732
770
802
807
816
Média
DP

Oh

O O O o o o o o

12h
344,63
25,18
1,58
6,42
0,23
102,75
80,13
135,26

Artemisinina (pg/g)

24h
190,60
125,92
179,04
152,28
7,06
104,23
126,52
66,78

36h
55,81
75,61
63,28
16,30
33,81
48,96
23,76

Deoxiartemisinina (pg/g)

Oh

O O O O o o o o

12h
6,24
3,09
2,04
0,26
0,20
3,43
2,54
2,27

24h
3,64
3,35
8,87
3,86
0,90
3,63
4,04
2,61

36h
1,36
2,36
2,17
0,69
0,86
1,49
0,76
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6) DISCUSSAO

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¢des parasitarias em homens e animais (AKHTAR et
al., 2000). A utilizagdo de plantas com propriedades anti-helminticas parece ser uma
alternativa eficaz, tanto do ponto de vista do controle parasitario quanto pelo seu baixo
impacto ambiental em relacdo aos residuos. Pesquisas envolvendo plantas geram
informacdes sobre os melhores métodos de elaboracéo dos extratos, do isolamento de
compostos quimicos e testes in vivo e in vitro para avaliar os seus efeitos.

A atividade anti-helmintica significativa in vitro foi observada em todos os
extratos em termos de inibicdo de eclodibilidade e de desenvolvimento.

Plantas da familia Meliaceae sao conhecidas por possuirem uma rica fonte de
limondides, com atividade biolégica contra insetos (PUPO et al. 1997). Trabalhos tém
sido feitos com o objetivo de se detectar a atividade anti-helmintica das plantas desta
familia. No presente trabalho, a avaliagdo dos extratos de M. azedarach e de T.
claussenii demonstrou atividade anti-helmintica.

O extrato hexanico de frutos de M. azedarach foi efetivo com a CLsg de 572,2
pMg/mL para o TEL e 0,675 pg/mL para o TDL. Comparando com os resultados obtidos
por MACIEL et al. (2006) usando diferentes extratos de M. azedarach, observa-se que
o extrato etandlico de sementes teve a CLso melhor (360 ug/mL para o TEL), mas, no
TDL o extrato etandlico de folhas teve CLs; muito elevada 9180 pg/mL. Estes
resultados mostram a atividade anti-helmintica in vitro dos diferentes extratos de M.
azedarach, contudo, as diferencas observadas provavelmente podem ser devidas a
diferentes métodos de extracao. /n vivo a atividade anti-helmintica foi demonstrada por
AKHTAR & RIFAT (1985) sobre Ascaridia galli e por FALBO et al. (2008) sobre
nematoides gastrintestinais de ovinos, apresentando eficacia de 33,21%. Os efeitos
dos extratos obtidos de frutos e sementes de M. azedarach também foram observados
e reportados por diversos pesquisadores, por exemplo, a atividade antifungica
(CARPINELLA et al. 1999), inseticida (GAJMER et al. 2002) e acaricida (BORGES et
al. 2005).
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A literatura mostra que a andlise quimica dos extratos de frutos de M.
azedarach revelou a presenga de taninos, compostos fendlicos nao tanicos e
esterdides (DANTAS et al 2000). Estes resultados também foram obtidos por MACIEL
et al. (2006). Os taninos condensados sao substancias descritas como possuidoras de
atividade anti-helmintica. Estes podem atuar por dois tipos de mecanismos: ligar-se a
proteinas livres reduzindo a disponibilidade dos nutrientes resultando em morte das
larvas por inani¢do, ou ligar-se a cuticula das larvas, rica em glicoproteinas, e causar
sua morte. Este mecanismo de acgé&o leva a crer que os taninos presentes nos extratos
seja a substancia ativa sobre ovos e larvas de H. contortus (ATHANASIADOU et al.
2001).

O extrato metandlico de folhas de T. claussenii apresentou a CLsy de 263,8
pg/mL e Clgg de 522,5 ug/mL para o TEL e para o TDL foi de 1,075 ug/mL para a CLs
e 26,38 pg/mL para a ClLgy. Comparando os extratos das duas plantas Meliaceae
vemos que o extrato de T. claussenii apresentou no geral melhor resultado nos testes
em relac&o ao extrato de M. azedarach.

A atividade antiparasitaria da T. claussenii também foi observada por MATOS
(2006) que obteve 70% de mortalidade de larvas de Spodoptera frugiperda. Além da
mortalidade, o extrato inibia ou retardava o desenvolvimento das larvas em 1 a 3 dias.
Este fato foi observado também no TDL deste trabalho onde o extrato n&o provocou a
mortalidade, mas sim a inibicdo ou retardamento do desenvolvimento. Apesar de
poucos trabalhos terem sido feitos com plantas do género Trichilia, MATOS (2006) cita
alguns trabalhos realizados por outros pesquisadores que relatam atividade
antifungica, antibacteriana e antiviral. A atividade antiparasitaria e antiinflamatéria foi
relatada por TOGOLA et al. (2005). Do extrato metandlico das folhas de T. claussenii
foram isolados os esterbides 24-metileno-3[3,43,22a-triidroxi-colesterol e -B-O-f3-
Dglucopiranosil sitosterol e estes compostos foram os mesmos isolados por MATOS
(2006). Os efeitos causados por T. claussenii sobre ovos e larvas podem estar
associados a um ou mais compostos organicos ja isolados e identificados em caules,
folhas e frutos (PUPO et al., 1996, 1997, 1998), contudo, a atividade anti-helmintica

destes compostos isoladamente ainda nao foi avaliada.
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Os testes quimicos com A. annua revelaram a presencga de artemisinina e seus
derivados deoxiartemisinina, acido dihidroartemisinico e acido artemisinico, com
estrutura semelhante (anexo). Comparando o extrato bicarbonato de sédio CPQBA em
relacdo ao extrato Embrapa, vemos que o extrato Embrapa tem trés vezes mais a
quantidade de artemisinina. Apesar de ter a estrutura semelhante, a deoxiartemisinina
€ um produto de degradacao da artemisinina e ndo possuiu a ligacdo peroxido na sua
estrutura, o que a torna completamente inativa (KLAYMAN, 1985). FERREIRA e
GONZALEZ (2008a) afirmam que os derivados acidos (dihidroartemisinico e
artemisinico) tém alta atividade antioxidante.

De todos os extratos de A. annua testados o que apresentou menor CLsp € CLgg
foi o extrato de bicarbonato de sdédio (extrato Embrapa), com CLsy de 0,0677 pg/mL e
CLgg de 1,27 ug/mL no TEL e CLso de 1,67 pug/mL e DLgg de 23,8 pg/mL no TDL, com
p<0,001. Contudo, dos dois extratos de bicarbonato de sbédio, o do CPQBA
apresentou a menor CLsp (0,0002 pg/mL) no TEL, mas as demais doses foram
superiores em relagéo ao extrato Embrapa. Isto se deve, provavelmente, ao fato de o
extrato Embrapa ter tido maior quantidade de artemisinina. A atividade anti-helmintica
in vitro dos extratos de Artemisia também foi avaliada por IQBAL et al. (2004) e TARIQ
et al (2009), que observaram a atividade anti-helmintica in vitro dos extratos obtidos de
plantas deste género.

Nos testes in vivo, as médias aritméticas do hematécrito e da reducdo do OPG
sdo indicadores do efeito dos tratamentos sobre nematdédeos gastrintestinais de
ovinos. Os resultados observados no presente trabalho mostraram que a porcentagem
do hematécrito dos animais tratados com artemisinia melhorou no 15° dia apoés
tratamento. A reducéo de OPG foi de 6,25% a 31,97% e de 4,24% a 41,37% dos
grupos tratados com extrato de bicarbonato de A. annua e artemisinina,
respectivamente. O grafico 2 mostra que a atividade anti-helmintica do extrato de A.
annua e artemisinina ocorreu de forma gradativa em relacdo ao tempo. Em
experimento com cabras, a dihidroartemisinina, o principal metabdlito do artemisinina,
comegou a aparecer no plasma quatro horas apds administracéo oral e teve o seu
pico maximo 12 horas depois. Supostamente a artemisinina exerce o seu efeito por

reacdo com grupos heme a partir de moléculas de hemoglobina digerida por parasitas
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e por perturbar a estrutura celular e fungdes normais deste através dos radicais livres
dos seus derivados. Estes causam danos na membrana das células apés a ativagéo
do citocromo C na cadeia de transporte de elétrons na membrana mitocondrial. Entao,
parasitas como H. contortus, que ndo tem genes para a biossintese do heme,
necessitam do grupo heme do citocromo C ou hemoglobina para o crescimento e
reproducédo (FERREIRA & GONZALEZ, 2008b). Talvez a redug¢ado gradativa do OPG
dos animais possa estar relacionada a esse efeito no crescimento e reproducéo das Ls
e adultos estabelecidos no abomaso.

A maior reducgédo para o extrato foi observada no 14° dia (31,97%), e no 15° dia
para artemisinina (41,37%) e para o levamisole no 15° dia a reducédo foi de 93,6%.
Com base nas médias gerais de OPG entre o dia 0 e o 15° foi observada uma reducao
de 97,2%, de 49,84% e de 39,2% para os grupos levamisole, artemisinina e extrato
respectivamente e para o grupo controle foi observado um aumento de 95,5% do
OPG. Estes resultados vao de acordo com os obtidos por IQBAL et al. (2004) e TARIQ
et al. (2009) que obtiveram a maior redugcdo de OPG no 14° e no 15°
respectivamente, entretanto, o OPG no dia zero dos trabalhos citados foi de
aproximadamente 900 e 1000 ovos respectivamente. IQBAL et al. (2004) observaram
que o extrato aquoso de A. brevifolia foi mais efetivo comparando com o extrato
metandlico, ja TARIQ et al. (2009) observaram que o extrato etandlico tinha sido mais
efetivo em relagdo ao extrato aquoso de A. absinthium. Comparando os resultados
obtidos por estes pesquisadores, observa-se que o extrato de bicarbonato de sodio de
A. annua, foi menos efetivo, entretanto o OPG inicial do presente trabalho foi muito
superior aos dos autores supracitados. Estas observagdes levam a crer que os
métodos de extracdo tém muita influéncia na concentragdo de principios ativos e,
conseqlentemente, na sua atividade farmacologica. Outros fatores que podem ter
influenciado nos resultados estéo relacionados ao local onde a planta é cultivada
(OELRICHS et al., 1985), com as condi¢cdes climaticas e forma de -colheita,
estabilizagdo, estocagem (GOBBO-NETO E LOPES, 2007) e com a estabilidade
quimica e biolégica da artemisinina quando administrada por via oral (FERREIRA &
GONZALEZ, 2008b).
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A estabilidade metabdlica da artemisinina foi avaliada na cultura ruminal onde
se recuperou 67% a 92% de artemisinina no pH 6,8 e 95% no pH 3,0, indicando que
apenas 2,7% dos metabolitos se dissolveram no conteudo ruminal, e se encontram
disponiveis para absor¢cdo. A quantidade n&o dissolvida encontra-se possivelmente
aderida ao conteudo gastrintestinal e é eliminada pelas fezes FERREIRA &
GONZALEZ (2008b), estes observaram também que a quantidade de artemisinina
eliminada pelas fezes em 24h apds administracao oral atingiu um pico de 2,4 ug/g,
assim a alta quantidade de artemisinina nas fezes, associada a meia vida curta
quando administrada por via oral, € um indicador da baixa biodisponibilidade. Outros
autores citados por FERREIRA & GONZALEZ (2008b) relataram que a
biodisponibilidade dos farmacos do tipo artemisinina foi apenas de 19% a 35% apés a
administragéo oral em caprinos. Os dados fecais obtidos no presente trabalho (Tabela
8 e 9) indicam que uma parte da artemisinina & eliminada pelos ovinos nas primeiras
24 horas, fazendo com que a artemisinina administrada por via oral nao atinja niveis
sanguineos terapéuticos desejaveis. Contudo, observando as duas tabelas, verifica-se
que o0s animais que receberam extrato eliminaram uma baixa quantidade de
artemisinina comparativamente ao grupo que recebeu artemisinina pura. RATH et al.
(2004) afirmam que a artemisinina é rapidamente absorvida quando administrada por
via oral em forma de chas comparativamente a administracdo em forma de capsulas.
Ja, ABRAHAMSE et al. (2005) mostrou que os flavonoides eram mais excretados na
urina que nas fezes, no entanto, eram mais absorvidos que eliminados. No presente
trabalho ndo foi avaliada se a artemisinina e seus derivados foram eliminados pela
urina.

Comparando-se a quantidade de artemisinina administrada, neste experimento,
observa-se que o grupo 3 recebeu em média 18,2 mg/kg de pv de artemisinina e o
grupo 4 recebeu 100 mg/kg de pv, o que corresponde a cerca de seis vezes mais a
quantidade de artemisinina por animal. Como o resultado com 14 e 15 dias apds
tratamento foi bem semelhante em relagdo a redugdo do OPG, talvez a pequena
quantidade de artemisinina presente no extrato tenha agido em conjunto com a alta
quantidade de flavondides e acidos fendlicos (2295,024umoles pelo teste ORAC)

presentes no extrato, responsaveis pela alta atividade antioxidante. O potencial dos
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extratos de A. annua é baseado em efeitos sinérgicos dos flavonoéides precursores da
artemisinina (FERREIRA & JANICK 2009).

STEEL (1993), estudando a farmacocinética das avermectinas, observou que
cerca de 60% de ivermectina era eliminada nas fezes de ovinos apds administracéo
intra-ruminal, o que mostrava a baixa biodisponibilidade destes no plasma, mas
quando combinou a moxidectina com a quercetina, um flavondide, a sua
biodisponibilidade aumentou. Uma alternativa para contornar a baixa
biodisponibilidade e solubilidade da artemisinina seria sua combinagdo com
flavondides e outros compostos que podem agir como sinérgicos e aumentar o efeito
da artemisinina e de seu derivado, a dihidroartemisinina. Para melhorar o efeito pode-
se utilizar solventes de baixa toxicidade organica e testar outras formas de
administragdo, como via intramuscular ou endovenosa, a fim de se obter maior
disponibilidade da artemisinina no sangue, ou ainda, proteger os extratos em capsulas
que possam ser liberadas no abomaso, visto que a artemisinina € estavel no pH do
rumen, que € o 6érgdo onde ocorre a maior absorgdo dos nutrientes para a corrente
sanguinea e é o 6rgao de predilecao de H. contortus. Também ha necessidade de se
estudar melhor a farmacocinética da artemisinina em ovelhas, para se determinar a
melhor opg¢do de administracdo de forma a se reduzir a quantidade de artemisinina
eliminada pelas fezes e aumentar a sua biodisponibilidade no plasma ou nos 6rgaos

de eleicdo dos parasitas gastrintestinais.
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7) CONCLUSOES

Foi obtido o extrato de bicarbonato de sédio de A. annua a 0.1%;

Foi observada a atividade anti-helmintica in vitro dos extratos testados;

O extrato de bicarbonato de sodio a 0,1% de A. Annua demostrou atividade
anti-helmintica sobre nematédeos gastrintestinais de ovinos, assim como o seu
bioativo purificado;

Como alternativa de baixo custo para a agricultura familiar, mais estudos
envolvendo extratos de A. Annua com doses elevados e alternativas de administragcéo
sd0 necessarios para se alcancgar o real potencial anti-helmintico do seu principio ativo

e de seus derivados, assim como a sua farmacocinética em pequenos ruminantes.
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8) PERSPECTIVAS

Estudar quimicamente o extrato hexanico de frutos verdes de M. azedarach
através de métodos cromatograficos para isolamento dos constituintes quimicos;

Realizar mais estudos prospectivos in vitro com diferentes extratos de T.
claussenii;

Realizar testes toxicolégicos dos extratos de M. azedarach, T. claussenii e A.
annua com animais de laboratério;

Avaliar atividade anti-helmintica in vivo, em doses superiores a 2 g/ kg pv,
assim como a prova critica com necropsia helmintoldgica;

Estudar a farmacocinética dos extratos de A. annua em pequenos ruminantes

envolvendo todos os parametros bioquimicos.
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Anexo:

Estruturas da A. annua.

1) Acido dihydroartemisinico, 2) Acido artemisinico, 3) Deoxyartemisinina, 4)
Artemisinina

CH3 CH3

CHj

CH,
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