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RESUMO

Os parasitas gastrintestinais causam enorme prejuizo econémico na bovinocultura, tanto nacional como
mundial, ocasionado principalmente por Bunostumom sp., Cooperia sp. e Trichostrongylus sp. O objetivo
deste trabalho foi determinar a eficacia in vitro do extrato hidroalcodlico de Artemisia annua (H.7) frente
a esses endoparasitas. O H.7 foi produzido com sete dias de percolacdo a 4°C e posteriormente liofilizado.
Com esse fitoterapico, realizaram-se testes de eclodibilidade de ovos (TEO) e de migracdo larvar em agar
(TMLA), com seis repeticbes, com concentracGes crescentes (0,78 a 50mg/mL). Para analisar a
composicdo quimica do fitoterapico, procedeu-se a marcha fitoquimica completa. No TEO, a eficécia
variou de 94,08+2,58% na maior concentra¢do a 15,67+0,97% na menor concentragdo. J& no TMLA os
valores encontrados variaram de 90,05t+0,55% a 4,12+0,46%. Nas analises fitoquimicas, foram
encontrados diversos compostos com propriedades de combater os nematddeos, tanto direta como
indiretamente. Os resultados obtidos nos testes in vitro evidenciam que o extrato produzido possui
potencial de combater nematddeos gastrintestinais de bovinos. Novos estudos devem ser realizados
buscando maximizar a eficacia do H.7 e de outras extragdes obtidas a partir de A. annua, uma vez que
foram demonstrados excelentes resultados em ambos 0s experimentos.
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ABSTRACT

Gastrointestinal parasites cause economic losses to the cattle production, in Brazil and worldwide,
mainly caused by Bunostumom sp., Cooperia sp. and Trichostrongylus sp. The aim of this study was to
determine the in vitro efficacy of hydroalcoholic extract of Artemisia annua (H.7) against these parasites.
The H.7 was produced after 7 days of storage at 4°C and then lyophilized. With this herbal the egg hatch
test (EHT) and larval migration inhibition (LMI) were performed, in six replicates with different
concentrations (0.78 to 50mg/mL). To analyze the chemistry composition the complete phytochemical
screening was done. In EHT efficiency ranged from 94.08+2.58% at the highest concentration to 15.67+
0.97% in the lowest concentration. In LMI test the values ranged from 90.05+0.55% to 4.12+0.46%.
Phytochemical tests showed many chemical compounds with anthelmintic properties. The results
obtained in biochemical tests together with those found in in vitro tests showed that the extract produced
has the potential to combat intestinal nematodes of cattle. Further studies should be conducted to
maximize the effectiveness of H.7 and other extractions from A. annua, because it demonstrated excellent
results in both experiments.
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INTRODUCAO

Historicamente, o agronegécio tem grande
destaque na economia brasileira, contribuindo de
forma expressiva para o balango mercantil do
pais, sendo a bovinocultura um dos principais
geradores de divisas. O pais possui 0 segundo
maior rebanho comercial do planeta, com mais
de 210 milhdes de cabecas. Apesar do enorme
potencial da atividade, existem alguns entraves
sanitarios que diminuem a produtividade, sendo
o principal deles as parasitoses gastrintestinais,
gue geram deficits econdmicos significativos
(Cezar et al., 2010). Isso decorre devido aos
sinais clinicos decorrentes das infeccdes, entre
eles: anorexia, apatia, aumento da conversdo
alimentar, comprometimento da  funcéo
reprodutiva, diarreia, diminuicdo da producéo
leiteira e perda de peso. Os principais
endoparasitas de bovinos sdo: Bunostumom sp. e
Cooperia sp., localizados no intestino delgado;
Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp., situados
no abomaso (Molento, 2014, UFPR).

O controle da enfermidade é fundamental, sendo
geralmente realizado de forma intensiva, com o
uso indiscriminado  de  anti-helminticos
comerciais, sem  considerar os fatores
epidemioldgicos envolvidos (Condi et al., 2009).
Contudo, a utilizagdo supressiva dos farmacos
aliada as falhas de manejo contribui para o
estabelecimento de parasitas resistentes a esses
produtos. Devido a expressdo genética
diferenciada, a eficAcia de qualquer farmaco
antiparasitario pode diminuir, favorecendo a
permanéncia e propagacdo da populacdo
parasitaria resistente e a eliminacdo dos
individuos susceptiveis (Molento, 2005). Outro
problema é a presenca de residuos de
antiparasitarios no meio ambiente, que, quando
usados em demasia, podem gerar Sérios
disturbios ecolégicos de modo mais rapido (Diao
et al., 2007). Além disso, a contaminagdo dos
produtos de origem animal com residuos
farmacologicos e a conscientizagdo da populagdo
em relagdo a importancia de alimentos livres
desses residuos sdo fatores que evidenciam a
importancia de  pesquisas por  métodos
alternativos de controle parasitario.

Diante desses fatores acima citados, Vvarios
estudos estdo sendo realizados buscando
contornar tal situacdo. Entre as diversas
tecnologias desenvolvidas, o uso de produtos
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fitoterapicos € que se encontra em fase mais
avancada de pesquisa e demonstrando resultados
promissores.

Entre as diversas plantas pesquisadas ha
atualidade, Artemisia annua se destaca como
uma das potenciais solucbes para auxiliar no
controle parasitario dos animais de producao
(Hasheminia et al., 2011). Popularmente
conhecida no Brasil como Artemisia ou Erva-de-
Sdo-Jodo, ¢ uma planta de origem chinesa,
cultivada por determinados centros de pesquisa
nacionais. Em alguns paises, é utilizada no
tratamento, em humanos, de enfermidades como
maléria,  hepatite,  hipertensdo, ictericia,
inflamacdes e infecgdes fungicas, bacterianas e
virais (Rustaiyan e Masoudi, 2011).

Na medicina veterinéria, h4 inameros relatos de
sucesso na utilizacdo de fitoterapicos produzidos
a partir dessa planta frente a diversos parasitas
(Brisibe et al., 2008; Tariq et al., 2009), contudo
ndo existem trabalhos realizados testando sua
eficacia in vitro frente aos parasitas
gastrintestinais de bovinos. Devido a falta de
dados cientificos, o presente estudo foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar a eficacia
de extratos produzidos a partir de Artemisia
annua no controle de nematddeos gastrintestinais
de bovinos, utilizando testes in vitro.

MATERIAL E METODOS

A Artemisia annua utilizada neste experimento
foi plantada e colhida no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
(CPQBA) da Universidade de Campinas
(UNICAMP). A espécie estd depositada no
herbario do CPQBA sob o niimero 979.

Apos a colheita das folhas, estas foram secadas a
sombra e trituradas em moinho, em seguida o
material foi inspecionado para retirada de
particulas estranhas e posteriormente
armazenado ao abrigo de luz e umidade.

Para extragdo hidroalcodlica, utilizou-se um
frasco de cor ambar, vedado com papel aluminio,
no qual foram colocados 64g das folhas junto
com 640mL de alcool 80% (v/v). Nessa extracéo,
produziu-se o extrato hidroalcodlico de sete dias
(H.7), o qual ficou armazenado a 4°C por uma
semana. Durante o periodo, houve agitacdo
periddica do contetdo. Apds essa etapa, realizou-
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se a filtracdo. O extrato foi concentrado em
evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida e a
temperatura inferior a 30°C, para posteriormente
ser liofilizado. O rendimento obtido em relacdo
as folhas foi de 5,89%.

w

Posteriormente  se  realizou a  marcha
fitoquimica qualitativa adaptada de Matos
(1998), cuja modificacdo  foi  realizar
apenas a avaliacdo da presenca dos
seguintes metabdlitos secundarios: alcaloides,
antocianinas, antocianidinas, esteroides, fenois,
flavonoides, leucoantocianidinas, resinas,
saponinas, taninos, e triterpenos.

A dosagem de compostos fendlicos totais foi
realizada pelo teste de Folin-Ciocalteu, seguindo
a metodologia adaptada por McDonald et al.
(2001), em que o teor de fendis totais (FT) é
determinado pela interpolacdo da absorbéncia
das amostras contra a curva de calibragdo
construida somente com padrdes de acido galico.
Os resultados, determinados a partir da equagéo
de regresséo da curva de calibragdo (y = 0,02x -
0,0064; R % = 0,9911), foram expressos em mg de
&cido gélico equivalentes por grama da amostra.

A dosagem e quantificacdo de artemisinina
foram realizadas nos laboratdrios de fitoquimica
do CPQBA-UNICAMP, pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
seguindo o protocolo utilizado por Celeghini et
al. (2009).

Para a recuperacdo dos ovos, coletaram-se fezes
diretamente da ampola retal de bovinos,
previamente selecionados, com OPG superior a
1.000. Um pool de 30 gramas de fezes foi
processado seguindo o protocolo de Coles et al.
(1992), adaptado por Bizimenyera et al. (2006).
Seguindo as modifica¢bes do protocolo, as fezes
foram maceradas e homogeneizadas em &gua
aquecida a 40°C e filtradas em uma sequéncia de
peneiras com malhas contendo aberturas de
400pum, 250um, 150um, 75pm e 25pum. Apods
essa lavagem com éagua destilada, os ovos foram
coletados da ultima peneira e distribuidos em
tubos tipo Falcon de 50mL e centrifugados em
3.000rpm, por 3 minutos, para em seguida ser
descartado o sobrenadante e completar-se com
solucdo salina saturada para a ressuspensdo do
sedimento. Novamente o material foi
centrifugado nas mesmas condigbes que
anteriormente e o sobrenadante foi lavado na
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peneira de 25um com &gua destilada, até a
retirada total da solucdo salina. O conteudo foi
transferido para um Becker e quantificado em
aliquotas de 55uL com aproximadamente 200
0V0s.

O protocolo utilizado para o Teste de
Eclodibilidade de Ovos (TEO) foi descrito por
Coles et al. (1992), modificado por Bizimenyera
et al. (2006). Para seguir a adaptacéo,
aproximadamente 55uL da suspensdo contendo
200 ovos foram acondicionados em cada poco de
placas de 24 pocos. Calculado o volume final de
1mL para cada poco, os tratamentos fitoterapicos
foram preparados nas concentragdes: 50; 25;
12.5; 6.25; 3.125; 1.562 e 0.781lmg/mL.
Objetivando a melhor diluigdo do extrato, foi
adicionado DMSO a 3%. O controle negativo foi
feito com 4gua destilada; ja os controles
positivos foram realizados com o emulsificante
DMSO aquoso a 3% (v/v) e o outro com
albendazol 0,63mg/mL. A contagem dos ovos e
das larvas foi realizada em microscopio
invertido. Seis replicatas foram realizadas para
cada tratamento e também para os controles. No
calculo da porcentagem de eficécia, utilizou-se a
seguinte férmula:
Eclodibilidade (%) = L1/ (ovos + L1) x 100

Para a realizacdo do Teste de Migracdo de
Larvas em Agar (TMLA), foi utilizada a
metodologia desenvolvida por D”Assonville et
al. (1996) e modificada por Molento e Prichard
(2001). Previamente, foi realizada uma
coprocultura de um pool de fezes de bovinos.
Apé6s 7 dias, as larvas foram coletadas e
identificadas: 41% Trichostrongylus sp., 37%
Cooperia sp., 22% Bunostumom sp. Foram
adicionados 0,5mL de solu¢do contendo 200
larvas e 0,5mL dos tratamentos em diferentes
concentragdes diluidos em DMSO 3% (50; 25;
12.5; 6.25; 3.125; 1562 e 0.781mg/mL),
adicionados de &gua destilada para completar o
volume. O controle negativo foi feito com agua
destilada; ja o controle positivo foi realizado com
o emulsificante DMSO a 3% e o outro com
moxidectina 0,63mg/mL. Apds homogeneizacao,
essa solucdo foi mantida nas mesmas condigdes
por mais 6h. Transcorrido esse periodo, colocou-
se 1mL de solugdo de &gar, 1,4% (m/v) a 45°C e
transferiu-se tudo para uma placa de Petri. Essa
placa foi mantida em estufa B.O.D a 27°C por
18h. Transcorrido esse tempo, a porg¢do liquida
foi transferida para um tubo plastico de 50mL,
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centrifugada a 2.000rpm por 3min, para entdo
serem transferidas placas de 24 pogos. Por fim,
fez-se a contagem das larvas migrantes em
microscopio invertido. Seis replicatas foram
realizadas para cada tratamento e também para
0s controles.

Na realizacdo da analise estatistica, os dados
foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste Tukey, em que
foram considerados estatisticamente diferentes os
resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipo6tese de nulidade menor que
5% (P<0,05). Todas as analises foram realizadas
usando-se o programa GraphPad Prism® 5.

RESULTADOS

Apb6s a realizagdo da marcha fitoquimica,
foram detectadas as presencas dos seguintes
metabdlitos: alcaloides, catequinas, esteroides,
fendis, resinas, taninos e triterpenos;
ao passo que antocianinas, antocianidinas e

leucoantocianidinas ndo foram encontradas
pelos testes utilizados. O teor de fendis totais,
em equivalentes de 4cido galico, foi
203,0+£0,569ug/L. A dosagem de artemisinina
em CLAE indicou a concentracdo de
59,409+1,472ug/dL no produto.

Os resultados do teste de inibicdo da
eclodibilidade dos ovos e teste de migracdo de
larvas em agar estdo ilustrados na Tabela 1. O
melhor valor de eficAcia para o TEO foi
encontrado na concentracdo de 50mg/mL
(94,08+2,58%), sendo esse valor semelhante ao
controle positivo (98,42+1,34%) (P<0,05). J& no
TMLA, o melhor resultado também ocorreu na
concentragdo de 50mg/mL (90,05+0,55%), o
qual foi semelhante ao controle positivo desse
teste (96,04+0,79%) (P<0,05). Os resultados, em
ambos os testes, demonstraram um efeito dose-
dependente, em que, quanto maior a
concentragdo dos extratos, maior o efeito sobre
0S ovos e larvas.

Tabela 1. Percentual médio (+ desvio padrdo) de inibicdo da eclosdo de ovos de nematddeos
gastrintestinais no teste TEO e inibicdo da migracdo larvar TMLA do extrato hidroalcodlico de sete

dias obtido de Artemisia annua

Concentracdo (mg/mL) TEO TMLA
50,0 94,08+2,58%A 90,05+0,55%A
25,0 88,43+0,76%A 80,47+0,82%A
12,5 83,03+1,23%A 59,03+1,22%B
6,25 67,03+0,26%B 40,33+0,97%C
3,12 46,99+0,29%C 23,52+1,79%D
1,56 28,37+1,17%D 10,24+1,73%E
0,78 15,67+1,34%E 4,12+0,46%F
C- DMSO (3%) 1,32+0,39%G 1,23+0,28%G

C+™° 98,42+1,34%A -
C+™A - 96,0420,79%A
CLs 3,32mg/mL 9,24mg/mL

C: Agua destilada; C +™=°: albendazol 0,63 mg/mL; C + ™A moxidectina 0,63 mg/mL; CLs,: concentracéo letal
para 50% dos ovos. Letras mailsculas comparam médias nas colunas; letras dessemelhantes indicam diferenca

significativa (P<0,05).
DISCUSSAO

A realizac8o da anéalise quimica dos fitoterapicos
candidatos a antiparasitarios é de suma
importancia, pois assim pode-se aprofundar na
origem da atividade terapéutica e na qualidade
dos produtos. Os resultados encontrados na
marcha fitoquimica realizada neste trabalho
corroboram a literatura cientifica (Brisibe et al.,
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2009). Entre os principais responsaveis pela
atividade anti-helmintica da A. annua, destacam-
se os flavonoides, taninos e artemisinina (O’Neill
et al., 2010).

Os flavonoides, ha anos, vém sendo relacionados
com efeitos positivos na salde dos animais,
devido principalmente a sua atividade
antioxidante, que possui efeito direto sobre a
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reducdo do envelhecimento celular e melhora da
imunidade (Ferreira et al., 2010). O mecanismo
de acdo dos taninos ocorre pela reducdo da
excrecdo dos ovos dos nematddeos e diminuigdo
da fertilidade das fémeas adultas. Outro
importante fator é a reducdo da motilidade das
larvas, o que diminui a taxa de contaminagdo da
pastagem (Molan et al., 2003). Comprovou-se
gue animais parasitados, quando expostos a
pastos com diferentes tipos de forrageiras,
tendem a consumir plantas com grande teor de
tanino (Lisonbee et al., 2009). Essa ingestdo
ocorre pela associacdo estabelecida pelos
animais de que o consumo de plantas com
elevado teor desse composto reduz a carga
parasitaria. A artemisinina é apontada como o
principal responsavel pela acdo anti-helmintica
dos extratos produzidos com A. annua. Esse
metabdlito interfere nas proteinas mitocondriais
de transporte do parasita e modula beneficamente
0 sistema imune do hospedeiro (Hoste et al.,
2010).

Os flavonoides, taninos e artemisinina sdo os
principais responsaveis pela atividade anti-
helmintica, todavia as cumarinas, compostos
esteroides, fendis, purinas e triterpenoides sdo
imunomoduladores, mecanismo  vital para
animais parasitados potencializam o efeito
(Brisibe et al., 2009). Essas moléculas também
melhoram a absorcdo do medicamento,
potencializando a atividade farmacoldgica e
prolongando a permanéncia no organismo
(Blanke et al., 2008). Além disso, a planta possui
metabdlitos capazes de produzir respostas pro-
inflamatérias, as quais sdo importantes para 0s
desafios parasitarios enfrentados pelos animais
(Tariqg et al., 2009).

Até o presente momento, em parasitologia, 0s
fitoterapicos produzidos a partir de A. annua
tiveram sua eficdcia comprovada frente a
diversos parasitas, como: Babesia equi,
Clonorchis  sinensis,  Cryptosporidium  sp.,
Eimeria sp., Entemoeba histolytica, Giardia
intestinalis, Leishmania sp., Opisthorchis
viverrini, Plasmidium falciparum, Schistosoma
japonicum, S. haemotobium, S. mansoni,
Trypanosoma sp. (Brisibe et al., 2008).
Especificamente em bovinos, foi provado o
efeito para Eimeria sp., Fasciola hepatica,
Neospora caninum, Toxoplasma gondii.
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A pecudria, assim como qualquer outra atividade
econbmica, necessita sempre minimizar as
perdas produtivas, visando a maximizagdo dos
lucros. O prejuizo causado por parasitas
gastrintestinais em bovinos, principalmente
Bunostumom sp., Cooperia sp. e
Trichostrongylus sp., € estimado em 1,7 bilhdes
de reais, devido ao significativo decréscimo nos
indices zootécnicos. No mundo, a prevaléncia
desses endoparasitas pode variar de acordo com
o clima, localizacdo geografica e periodo do ano
estudado (Cezar et al., 2010). Todavia, no Brasil,
0s trés helmintos encontram-se difundidos por
todo o territério nacional (Santos et al., 2010).
Logo, é primordial o controle das infecgdes
ocasionadas por esses nematddeos para melhorar
a produtividade na bovinocultura.

Mesmo existindo diversos estudos evidenciando
o0 efeito antiparasitario dos extratos produzidos a
partir de A. annua, nunca houve pesquisas
visando elucidar a acdo frente a esses
importantes endoparasitas de bovinos. Essa
planta possui varias propriedades farmacolégicas
descobertas, contudo muitas ainda podem ser
descobertas devido a diversidade de compostos
existentes em sua estrutura (Brisibe et al.,
2008). Os extratos demonstraram desempenho
promissor, mesmo quando comparados com 0s
controles positivos, o que evidencia a potente
atividade antiparasitaria da planta.

O H.7 demonstrou atividade de inibicdo da
eclodibilidade de ovos dose-dependentes e
atingiu eficacia superior a 90% somente na
concentragdo de 50mg/mL. Diversos compostos
fitoterapicos, produzidos a partir de diferentes
plantas, ja foram testados no TEO com ovos de
nematddeos gastrintestinais de bovinos (Alonso-
Diaz et al., 2011). Extrato aquoso de Caryocar
brasiliense demonstrou inibicdo da eclosdo dos
ovos maior que 90% em dosagem superior a
7,35mg/mL (Nogueira et al., 2012). Extratos
aquosos produzidos com as folhas, cascas e
raizes de Peltophorum africanum inibiram 100%
a eclodibilidade dos ovos de parasitas
gastrintestinais de bovinos ao serem utilizados na
concentragdo de 5mg/mL (Bizimenyera et al.,
2006). Extrato hidroalcodlico de Origanum
vulgare na concentracdo de 40mg/mL inibiu
100% a eclosdo de ovos de nematddeos
gastrintestinais de bovinos (Castro et al., 2013).
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No TMLA foi evidenciada uma atividade em
outros fitoterapicos testados em parasitas
gastrintestinais de bovinos descritos na literatura.
Em trabalho realizado utilizando-se extrato de
acetona com folhas de Pistacia lentiscus,
Quercus coccifera, Ceratonia siliqua, Castanea
sativa, Pyrus spinosa e Onobrychis viciifolia foi
demonstrado que 1,2mg/mL desses extratos
inibiram em 79,1; 63,8; 61,5; 54,6; 47,4 e 38,9%
a migracdo larval, respectivamente (Manolaraki
et al., 2010). Utilizando-se a concentracdo de
1.200mg/mL de extratos de acetona produzidos
com folhas de Acacia gaumeri, Brosimum
alicastrum, Havardia albicans e Leucaena
leucocephala obtiveram-se resultados inferiores
a 50% de eficacia (Alonso-Diaz et al., 2011). E
importante  enfatizar que os resultados
encontrados no TEO sdo inferiores ao TMLA,
em todas as concentracOes testadas, o que
também foi observado na literatura cientifica
consultada.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se
que o extrato obtido pela metodologia descrita no
presente experimento demonstrou ser candidato a
fitoterdpico antiparasitario para nematddeos de
bovinos. Os exames bioquimicos apontaram a
presenca de diversos compostos quimicos que
possuem a capacidade de combater parasitas,
tanto direto como indiretamente, apontando um
possivel sucesso no controle anti-helmintico na
bovinocultura. Novos estudos devem ser
realizados buscando maximizar a eficacia do
produto e posteriormente aplica-lo em testes in
vivo.
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