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Parecer sobre a atividade antiparasitaria
de Artemisia annua sobre Rhipicephalus
(Boophilus) microplus em laboratério e a campo

O problema

O sucesso na pecuéria bovina depende da aplicacédo de praticas adequadas

de manejo nutricional, reprodutivo e sanitario. No manejo sanitario, o controle

de parasitas é um grande desafio, uma vez que a criacao de animais implica
inevitavelmente em infestacao parasitaria. O Brasil possui o segundo maior
rebanho bovino do mundo, estimado em 174 milhdes de cabecas (ANUALPEC,
2010). O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado o principal
parasita responsavel por perdas econémicas na pecuaria bovina 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 vérias razoes, tais como altos custos, tempo de eficacia curto,
rapido desenvolvimento da resisténcia, manejo inadequado, desrespeito do tempo
de caréncia e riscos de contaminacao 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 é de grande relevancia. Dessa
forma, véarias pesquisas tém investigado o potencial antiparasitario de extratos
vegetais e de seus bioativos sobre R. (B.) microplus.

Histérico de atividade antiparasitaria de A. annua

Artemisia annua L (Asteraceae), alvo do presente estudo, bem como outras
espécies do género, possui uma lactona sesquiterpénica denominada artemisinina,
cuja atividade antimalarica ja esta comprovada. Além da rapida acao da
artemisinina em concentracdes nanomolares no controle de Plasmodium spp.
(CREEK et al., 2005; FERREIRA et al., 2006), o género Artemisia também tem
apresentado efeito sobre nematoides gastrintestinais. Doses de 2 a 30 g de
Artemisia herba-alba foram fornecidas para caprinos artificialmente infectados por
Haemonchus contortus
e observou-se reducao
do nuimero de ovos

por grama de fezes
(OPG), de adultos no
abomaso, bem como
de lesdes histoldgicas
ou alteracoes
sanguineas (IDRIS et
al., 1982). Em ovelhas
que receberam o
extrato bruto etandlico
e o extrato metandlico
de Artemisia brevifolia
por 14 dias, a 3 g/kg de
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peso vivo (pv), detectou-se 67% e 62% de reducéao
do OPG, respectivamente (IQBAL et al., 2004).

Os extratos bruto aquoso e etandlico de Artemisia
absintium também foram administrados via oral em
ovinos infectados, e observou-se elevada reducao
do OPG: 80% na dose de 2 g/kg pv no extrato
aquoso e 90% a 2 g/kg pv e 83% a 1 g/kg pv no
extrato etandlico (TARIQ et al., 2009). Ovelhas
que receberam o extrato de bicarbonato de sédio
de A. annua (2 g/kg pv) e a artemisinina (100 mg/
kg PV) tiveram reducdo do OPG de 16% e 31%,
respectivamente, enquanto o OPG do grupo controle
aumentou 96% (CALA et al., 2012). A artemisinina
tem sido extensivamente investigada quanto

ao seu mecanismo de acao, aspectos clinicos e
farmacolégicos em nematoides gastrintestinais,
bem como em monogénios e trematédeos (KEISER
et al., 2006, 2008; EKANEM e BRISIBE, 2010).
Acredita-se que o conhecimento gerado poderéa
esclarecer a existéncia de aplicabilidade no controle
de outros parasitas de impacto na pecudria. Desse
modo, justifica-se este estudo, uma vez que

nao foi encontrada literatura sobre a atividade
antiparasitaria de A. annua em R. (B.) microplus.

Objetivo do Estudo

Avaliar a acdo dos extratos de A. annua sobre R.
(B.) microplus, bem como identificar e quantificar
seus constituintes, gerando conhecimento inédito
quanto a possibilidade de uso desse fitoterapico
contra ectoparasitas.

Metodologia

Obtencdo dos extratos de A. annua para os
testes in vitro (laboratoriais)

Utilizou-se toda a parte aérea da planta, genétipo
Ch x Vietbb, selecionado e cultivado no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas
e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP (MAGALHAES
et al., 1997). Para a extracao dos principios ativos
utilizou-se o método classico empregando-se 1

kg de material vegetal seco e moido em moinho
de facas. Esse material foi submetido a extracao
com etanol 96° GL, a temperatura ambiente, com
o auxilio de agitacdo mecanica (3 x de 1% h). Os
extratos obtidos foram filtrados e concentrados,

gerando o extrato bruto (EBC), que foi submetido

a evaporacao em rotaevaporador sob vacuo a 45
°C. Desse extrato foram produzidos a frio outros
guatro extratos, conforme Simoes et al. (2004).
Para tanto, utilizaram-se diferentes solventes para
extracdo nao sequencial em: 1) 4gua, seguida de
liofilizacdo; 2) dgua basificada com bicarbonato

de sédio a 0,1%; 3) etanol 96 °GL, seguida de
concentracdao em rotaevaporador; 4) diclorometano,
seguida de concentracdo em rotaevaporador.

Quantificacdo de bioativos dos extratos de
A. annua

A quantificacdo de bioativos dos extratos de

A. annua foi realizada no CPQBA, no laboratério de
fitoquimica. Os extratos foram suspendidos com
metanol grau cromatogréfico, filtrados e analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia - indice
de Refracao (CLAE-IR). No preparo da fase mével,
utilizou-se mistura de solventes (dgua: metanol) na
proporcao de 60:40, que foi filtrada e sonificada
sob vacuo. Para o preparo da curva analitica,
pesaram-se 65 mg dos extratos, que foram diluidos
em 25 mL de metanol, obtendo-se a concentracao
de 2,444 pg/mL, com padrao analitico com 94 %
de pureza. Os sete pontos da curva analitica foram
injetados em triplicata, com concentracdes de

50 a 1250 pg/mL, obtendo-se a curva através

do software Empower®. Utilizou-se cromatografo
equipado com detector de ionizagcao e coluna capilar
CN 100A° Luna Phenomenex® (250 mm x 4,6 mm
x 5 um), volume de injecao de 20 uL e fluxo de 1
mL/min. A quantificacdo do teor de artemisinina
(tempo de retencdo de 7 min) e deoxiartemisinina
(6,5 min) dos extratos utilizou a metodologia de
Celeghini et al. (2009).

Sensibilidade das larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus em papéis impregnados

Utilizaram-se larvas de R. (B.) microplus de 14 a 21
dias provenientes de fémeas ingurgitadas coletadas
de bovinos da Embrapa Pecuéaria Sudeste (CPPSE).
Os extratos foram testados em 5 concentracdes

e em triplicata. Os extratos etandlicos foram
solubilizados em Tween 80 a 0,3% e etanol a
10%, sendo um dos controles constituido por dgua
destilada e o outro por agua destilada e demais
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solventes nas mesmas concentracdes. Os testes
foram realizados com papel filtro impregnado. Para
a execucao do teste, contagem das larvas e célculo
da mortalidade média, adotou-se a metodologia
descrita por Chagas et al. (2002).

Sensibilidade das fémeas ingurgitadas em teste
de imersao

Fémeas ingurgitadas sem residuo carrapaticida
foram coletadas dos bovinos do CPPSE. Como

a eficacia esperada nao foi obtida com larvas,
foram definidas concentracdes maiores para este
teste. Os grupos homogéneos de 10 fémeas foram
imersos por 5 minutos nos extratos vegetais
(DRUMMOND et al., 1973). As fémeas foram secas
e acondicionadas em estufa climatizada (27°C e
UR > 80%) em placas de Petri. Apds o periodo de
postura, os ovos foram pesados, transferidos para
seringas vedadas e acondicionados em estufa, para
posterior verificacao da eclodibilidade das larvas.
Foram utilizados os mesmos solventes, controles,

numero de concentracoes e repeticoes supracitados.

Os limites de toxicidade dos solventes ja haviam
sido determinados (CHAGAS et al., 2003). A
porcentagem de eficacia dos extratos foi calculada
segundo Drummond et al. (1973). Os resultados
dos testes in vitro foram submetidos a anélise
estatistica usando o Probit do Programa SAS para
determinacéo da CE_ e da CE,,. Os dados foram
comparados usando-se o teste de Tukey.

Avaliacdo de A. annua em bovinos
naturalmente infestados

Foram selecionadas 20 novilhas da raca Canchim
com peso médio de 280 kg divididas em dois
grupos experimentais. Os animais permaneceram
sem tratamento carrapaticida por 40 dias antes
do experimento. O grupo tratado foi mantido em
piguete sub-dividido em 12 sub-piquetes com
pastagem de Panicum maximum, manejadas em
sistema rotacionado a cada 3 dias. Os animais
receberam durante 30 dias 200 g de folhas
moidas e secas de A. annua também oriunda do
CPQBA, misturadas em 100 g de soja + 300 g
de milho/animal em cocho coletivo, além de agua
e sal mineral ad /libitum. Também foi realizada a

guantificacdo da artemisinina dessa nova amostra
de A. annua conforme metodologia ja descrita.

O grupo controle foi mantido em piquete sob as
mesmas condicdes, mas sem adicao de A. annua.
Os animais foram alocados em ordem decrescente
pela média de 3 contagens, realizadas nos trés dias
anteriores ao tratamento, de fémeas ingurgitadas
presentes no lado esquerdo. Também foram
realizadas contagens nos dias 3, 7, 14, 21, 28, 35,
42, 49 e 56 poés-tratamento. Realizou-se avaliacao
da infestacao por larvas de carrapato nas pastagens
dos dois grupos experimentais pela técnica do
quadrado (um m?), selecionados aleatoriamente em
cada piquete (BASSO et al., 2005). Todas as hastes
de graminea dentro dos quadrados foram coletadas,
e a altura das mesmas foi medida com trena. O
material vegetal de cada piquete foi acondicionado
em sacos plasticos e colocado em estufa a 85°C
por 3h. Assim, as larvas mortas foram recolhidas

e contadas. As coletas ocorreram nos 24 piquetes
a cada 14 dias. Para acompanhamento da salde
dos animais durante o periodo experimental, foram
feitas 2 coletas de fezes para contagem de OPG e
coprocultura e 2 pesagens e 2 coletas de sangue
para monitoramento do volume globular. Os valores
das contagens de carrapatos foram transformados
em log (x+ 1) e submetidos a andlise de variancia
em esquema fatorial de parcela subdividida no
tempo, e as médias foram confrontadas pelo teste
t (p<0,0b).

Resultados
Testes in vitro

As analises quimicas dos quatros extratos vegetais
permitiram a quantificacdo da artemisinina, a

qual se tem atribuido acdo antiparasitaria, e da
deoxiartemisinina, outra lactona sesquiterpénica
presente nos extratos de A. annua. Detectou-se
gue o extrato diclorometano apresentou maior
quantidade de arteminisina e deoxiartemisinina,
seguido pelo extrato etandlico (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantificacdo de artemisinina e deoxiartemisinina
(ug/mL) nos extratos aquoso, bicarbonato de sddio,
etandlico e diclorometano de Artemisia annua via
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Extrato Artemisinina  Deoxiartemisinina
Aquoso 108,627 38,068
Bicarbonato 93,476 37,532
Etandlico 989,985 289,054
Diclorometano 1343,929 316,838

Todas as larvas permaneceram vivas apds a
exposicao aos extratos em todas as concentracdes
avaliadas. No teste de imersdo nao foi observada
eficacia significativa nos extratos aquoso,
bicabornato, etandlico e diclorometano. No EBC foi
possivel calcular as CE,, e CE,, (P = 0,05): 130,6
mg/mL (115,9-152,7) e 302,9 mg/mL (238, 6-
436,0), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Eficiéncia reprodutiva (ER) e eficacia do

extrato (EE) em fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
submetidas ao teste de imersao nos extratos de A. annua
(mg/mL): extrato bruto concentrado (EBC), aquoso,
bicarbonato de sédio, etandlico e diclorometano.

Extrato Concentracdes ER EE *
10 95 0 a

20 95 0 a

EBC 40 91 4,2 a
80 68 284 b

140 45 52,6 ¢

40 94 0,7 a

80 92 2,7 a

Aquoso 160 86 9,2 a
220 88 6,8 a

280 83 12,5 a

20 86 10,7 a

40 78 17,3 a

Bicarbonato 80 80 15,7 a
160 84 11,7 a

220 75 21 a

40 81 14,1 a

80 65 31 a

Etandlico 160 92 2,8 a
220 78 17,5 a

280 76 19,4 a

20 88 6,8 a

40 86 9 a

Diclorometano 80 75 18 a
160 82 13,1 a

220 91 3,5 a

* Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca
estatistica (p=0,5) dentro do mesmo extrato.

Testes in vivo

Nos resultados da média inicial e das 9 contagens
nao foi observada diferenca significativa entre as
médias de fémeas ingurgitadas contadas no lado
esquerdo dos animais do grupo tratado (46, 2,

18, 15, 33, 23, 29, 22, 51, 41 e 30) e do grupo
controle (47, 4, 14, 10, 35, 23, 35, 14, 32,58 ¢
21) (Figura 1). As médias das 4 contagens de larvas
nos piquetes também nao diferiram entre si: grupo
tratado (72, 87, 5, 78) e grupo controle: (59, 82, 6,
52). A altura das gramineas nos respectivos grupos
foi em média de 67 e 64 cm durante o periodo
experimental. A andlise fitoquimica demonstrou
presenca de artemisinina a uma concentracao de
0,95% p/p (£0,06) ou 479 ug/mL. Isso significa
gue em cada 100 g de material vegetal seco,
existiam 0,95 g de artemisinina. Como cada animal
recebia cerca de 200 g de A.annua por dia, pode-
se estimar que eles ingeriram cerca de 1,9 g de
artemisinina por dia.
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Figura 1. Média de fémeas ingurgitadas (dia 1 ao dia 56)
presentes somente do lado esquerdo de cada animal, contadas
no grupo controle e no grupo tratado com 200 g de folhas secas
de Artemisia annua/animal/dia, durante 30 dias.

O volume globular médio dos animais nos dias -7,
28 e 56 foram de 33,5, 35,1 e 37,2% no grupo
controle, e de 33,0, 35,6 e 34,9% no grupo
tratado, respectivamente. Com relacdo ao OPG, a
média nos dias -7, 28 e 56 foram de 310, 215 e
185 no controle e de 155, 55 e 255 no tratado. A
coprocultura geral realizada para todos os grupos
apresentou, no dia -7, 72% de Haemonchus sp.,
13% de Oesophagostomum sp. e 15% de Cooperia
sp. e, no dia 56, 79% de Haemonchus sp., 7% de
Oesophagostomum sp. e 14% de Cooperia sp.
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Discussao

Apesar das drogas derivadas de artemisinina

terem mostrado efeito sobre uma variedade

de endoparasitas, tais como nematoides
gastrintestinais, Fasciola hepatica, Plasmodium
spp., Coccidia spp., Babesia spp., Leishmania spp.,
Neospora caninum e Schistosoma spp, além de
estar sendo testada com sucesso no tratamento do
cancer (FERREIRA, 2007), sua acao antiparasitaria
sobre R. (B.) microplus nao foi comprovada.

Os quatros extratos de A. annua (Tabela 1) nao
tiveram eficacia nas concentracdes avaliadas

no teste /in vitro com larvas. Esperava-se obter
melhor resultado com o diclorometano por conter
maior quantidade de artemisinina (em funcéao

de sua afinidade por esse solvente), o que
justificaria atividade biolégica mais significativa.

O fracionamento do EBC em diferentes extratos
pode ter interferido nos resultados, ou seja,
substancias que agiram sinergicamente quanto a
acao antiparasitaria foram separadas nos quatro
extratos, obtendo-se eficacias menores em relacao
ao EBC (Tabela 2), no qual todas as substancias
estavam presentes, bem como maior quantidade
de artemisinina. No teste /in vivo nao foi observada
reducdo significativa da carga parasitaria dos
bovinos tratados. Optou-se por avaliar a planta
seca misturada ao alimento, pois essa pareceu

ser a forma mais préatica de uso futuro da
tecnologia, caso os resultados fossem positivos. A
quantificacdo de A. annua administrada demonstrou
elevada concentracdo de artemisinina (1,9 g/200 g),
ja que esse gendtipo foi selecionado no CPQBA para
esse objetivo. A inexisténcia de baias individuais
inviabilizou a medida do consumo individual, mas

o objetivo pratico do trabalho foi alcancado, ja que
a reducao da carga parasitaria de alguns animais
provocaria a reducado da média. No estudo de Cala
et al. (2012), os ovinos consumiram 100 mg/kg

pv em dose Unica e apresentaram 31% de reducéao
do OPG, enquanto no grupo controle o OPG subiu
96%. No presente trabalho, a ingestdo de 1,9 g
em animais de 280 kg representa uma dose de 6,8
mg/kg pv por 30 dias consecutivos. Embora a dose
possa parecer baixa em relacdo ao experimento

de ovinos, o volume de A. annua utilizado durante
o periodo experimental foi grande (60 kg para 10
animais) e nos parece inviavel o fornecimento de
dose superior a avaliada.

Apés a ineficacia verificada in vitro, realizou-

se levantamento quanto ao modo de acao da
artemisinina, pois uma acao indireta, ou seja, nao
por contato com a cuticula e sim pela ingestéao,
justificaria a continuidade do estudo por meio de
experimentos a campo. Derivados desprovidos

de ligacado peréxido, como a deoxiartemisinina,
sao considerados completamente inativos sobre
parasitas. Dessa forma, o agrupamento fundamental
gue confere atividade a artemisinina, € mesmo

as substancias sintetizadas, é a ligacao perdxido
(KLAYMAN, 1985; MESHINICK et al., 1996). Os
endoperéxidos sao classificados como agentes
esquizonticidas sanguineos no caso do controle

de Plasmodium spp. na maléria (TARANTO et al.,
2006). Supostamente a artemisinina exerce o seu
efeito reagindo com os grupos heme das moléculas
de hemoglobina digeridas pelos parasitas, alterando
a estrutura celular e suas funcoes, através dos
radicais livres derivados da artemisinina e, com
isso, prejudica o crescimento e a reproducao dos
parasitas (WRIGHT; WARHURST, 2002 apud
FERREIRA; GONZALEZ, 2008). Dessa forma,
pode-se afirmar que a acao da artemisinina ocorre
em duas etapas pés-ingestdo: primeiro haveria a
geracao do radical livre e, em seguida, a alquilacao
de proteinas especificas e fundamentais para a
sobrevivéncia do parasita (SILVA, 2006). Com
efeito, essa geracao de radicais livres dependeria
do ion ferro presente no grupo heme, sendo essa
a etapa principal do mecanismo de acao, pois a
formacao do complexo entre o grupo heme e a
artemisinina provocaria o rompimento da ponte
endoperéxido por meio de reducao catalitica
(LA-SCALEA et al., 2007). Entretanto, além do
mecanismo alimentar, que permite o rompimento
da ponte peréxido, outros também podem estar
envolvidos, pois constatou-se acao da artemisinina
no parasita ndao hematéfago de camundongo
Echinostoma caproni (KEISER e UTZINGER,

2007). Se o modo de acado da artemisinina sobre

o parasita fosse indireta, ou seja, prejudicando

sua reproducédo, por exemplo, sua eficacia sobre
as fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
estaria condicionada a sua ingestao através do
sangue. O mesmo foi afirmado para nematoides
gastrintestinais em pequenos ruminantes (FERREIRA
et al., 2006).
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Conclusao

Os métodos in vitro seriam inadequados para

a efetiva avaliacdao de A. annua sobre R. (B.)
microplus se a ingestao fosse o processo que
permitisse a acdo da artemisinina nesse parasita.
Realizou-se, portanto, experimento in vivo
administrando-se A. annua com elevado teor de
artemisinina via alimentacao. Foi possivel entao
concluir que o consumo de A. annua na dose
avaliada ndo demonstrou atividade sobre R. (B.)
microplus em bovinos naturalmente infestados,
elucidando a hip6tese de acéao indireta dessa
espécie vegetal.
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