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RESUMO

SIMAS, A. K. S. M. AVALIACAO DO EXTRATO METANOLICO BRUTO DE
Ageratum conyzoides L., PERTENCENTE A FAMILIA ASTERACEAE, EM
CELULAS INFECTADAS COM Ehrlichia canis. 2018. Dissertagio (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranhéo, Sdo Luis, 2018.

Ehrlichia canis é um patogeno de grande importancia na América Latina, com alta
prevaléncia no Brasil, o tratamento da doenca € feito apenas com um antibiético do
grupo das tetraciclinas, a doxiciclina, pois ndo h4 alternativas eficazes. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi verificar a acdo do extrato metandlico bruto de Ageratum
conyzoides L. (familia Asteraceae) em células DH82 infectadas com Ehrlichia canis. O
método utilizado para a preparacao do extrato foi de percolacdo e realizado andlise
cromatografica por meio do HPLC para identificacdo dos metabdlitos secundarios
presentes no extrato. O rendimento do extrato foi de 9,08%. A andlise fitoquimica
demonstrou a presenga de trés classes de compostos: dcidos fenodlicos, flavonoides
(agliconas e glicosideos) e terpenos. A concentracio capaz de reduzir significativamente
a taxa de células infectadas com E. canis foi a de 500 pg/mL. Portanto, extrato
metandlico bruto de A. conyzoides L. pode ser uma matriz de compostos promissora no
combate a erliquiose canina.

Palavras chave: Erliquiose, extrato, andlise fitoquimica.



ABSTRACT

SIMAS, A. K. S. M. EVALUATION OF GROSS METHANOL EXTRACT OF
Ageratum conyzolides L., CHARACTERIZED TO THE FAMILY ASTERACEAE,
IN CELLS INFECTED WITH Ehrlichia canis. 2018. Dissertation (Master in Animal
Science) - State University of Maranhao, Sao Luis, 2018.

Ehrlichia canis 1s a pathogen of great importance in Latin America, with high
prevalence in Brazil, the treatment of the disease is done only with an antibiotic of the
tetracycline group, doxycycline, because there are no effective alternatives. The aim of
this work was to verify the action of the crude methanolic extract of Ageratum
conyzoides L. (family Asteraceae) on DHS82 cells infected with Ehrlichia canis. The
method used for the preparation of the extract was percolation and chromatographic
analysis was performed by means of HPLC to identify the secondary metabolites
present in the extract. The yield of the extract was 9.08%. Phytochemical analysis
showed the presence of three classes of compounds: phenolic acids, flavonoids
(aglycones and glycosides) and terpenes. The concentration which significantly reduced
the rate of E. canis infected cells was 500 pg/ml. Therefore, raw methanolic extract of
A. conyzoides L. may be a promising matrix of compounds in the fight against canine
ehrlichiosis

Key words: Ehrlichiosis, extract, phytochemical analysis.
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1INTRODUCAO

Registros das mais antigas civilizacdes demonstram o uso de vegetais tanto
como alimento quanto medicamento. Diversas formas de apresentacdo desses vegetais
(chds, sucos, cataplasmas) tém sido utilizadas para o tratamento de enfermidades
(ALMEIDA, 1993; GONCALVES, 2010). Ainda em comunidades mais isoladas, em
muitos grupos étnicos e em regides mais pobres, as plantas medicinais possuem funcdo
de destaque por ser o Unico recurso terapéutico, apesar de seus constituintes quimicos
nao serem totalmente conhecidos (MACIEL, 2002; BERTINI, 2005).

Mesmo com a maior diversidade vegetal do mundo, o Brasil ainda estd um
pouco atrasado nas pesquisas sobre produtos naturais, pois apenas 8% do total de
espécies no pais ja foram estudadas (GONCALVES, 2015).

Ha alguns séculos as propriedades antimicrobianas de extratos de plantas e
6leos essenciais tém sido reconhecidas de forma empirica. Porém em paises com flora
diversificada j4 existem vdrios estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e
Oleos essenciais de plantas nativas (JANSSEN et al.,, 1987; HOLETZ et al. 2002;
ARAUIJO, 2010).

Entretanto a avaliacdo da atividade bioldgica de uma planta envolve aspectos
relacionados a atividade farmacoldgica e toxicoldgica das substancias isoladas, de
fracdes obtidas ou de extratos totais da droga vegetal. Esse conhecimento da atividade
bioldgica da planta € fator fundamental para a transformacao da planta medicinal em um
produto fitoterapico (TOLEDO et al., 2003).

Com o surgimento de bactérias altamente resistentes, a pesquisa por extratos de
plantas que exercam alguma ac¢do antimicrobiana oportuniza a elaboragdo de novos
agentes contra infec¢des de dificil tratamento (ELOFF, 1998).

No mundo, o consumo exacerbado de antibidticos tém como resultado o
desenvolvimento da resisténcia de algumas populacdes bacterianas, ocasionando
problemas de satide publica. A grande preocupacdo dos pesquisadores gira em torno do
perigo ao retorno de uma era anterior aos antibidticos, pois apesar das pesquisas
farmacéuticas terem avancado em grande escala ainda ndo foi descoberto nenhuma nova
classe de antibidticos. Entretanto, quando se fala na eficdcia de plantas medicinais, ndo
existe um nivel de inibicdo microbiana considerado padrao, sendo que alguns autores
afirmam que esta eficdcia seja comprovada apenas quando os resultados se igualam aos

dos antibiéticos ja conhecidos (DUARTE, 2006; GONCALVES, 2010).
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As plantas apresentam-se como Gtimas fontes de substancias fitoquimicas com
grande atividade bioldgica, além disso, sdo totalmente biodegraddveis e renovdveis
(TANIGUCHI & KUBO, 1993).

Ao longo dos anos houve aumento da utilizacdo de plantas medicinais,
principalmente pelo surgimento de terapias alternativas e naturais que na maioria das
vezes sdo mais acessiveis a grande parcela da populacdo que ndo possui recurso
financeiro para tratamento de enfermidades. Entretanto pouco se sabe sobre os
constituintes quimicos das plantas que exercem algum efeito terapéutico.

Na Medicina Veterindria tém-se observado grandes avangos em relagdo a
utilizacdo dessas plantas, sobretudo em doencas que se manifestam nos animais de
companhia. Ehrlichia canis é um patdégeno de grande importancia na América Latina,
com alta prevaléncia da doenga no Brasil e o tratamento de eleicao é realizado apenas
com um antibiético do grupo das tetraciclinas, a doxiciclina, e ndo hé alternativas
eficazes para o tratamento desta doenca. Ademais, alguns animais ndo respondem
positivamente ao tratamento com a doxiciclina, permanecendo infectados por um longo
periodo e sem conseguir eliminar o micro-organismo.

A grande maioria dos animais acabam desenvolvendo a fase cronica da doenca
justamente por ndo conseguir debelar o patégeno ou ainda devido a questio da
resisténcia microbiana desenvolvida pelo uso indiscriminado da doxiciclina.

Dessa forma, € de extrema importancia o estudo de plantas medicinais no
combate as doencas, sendo objeto do trabalho a espécie vegetal Ageratum conyzoides L.

(familia Asteraceae) que possui grande atividade antimicrobiana ja descrita na literatura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas com poder curativo é tdo remoto quanto o surgimento da
espécie humana. As civilizacdes mais antigas ji observavam que algumas plantas
possuiam principios ativos capazes de combater enfermidades (BADKE et al., 2011).
Apesar dos avangos na medicina moderna, grande parte da populagdo dos paises em
desenvolvimento utiliza a medicina tradicional nos seus cuidados basicos de saude,
especificamente as plantas e suas preparacdes. Dessa forma, a Organizacdo Mundial da
Saide (OMS) expressou sua posicdo, por meio de comunicados e resolucdes, em
relacdo a necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no ambito sanitario
(BRASIL, 2006 - 2012).

A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil ji era bem difundida pelos
indigenas antes da chegada dos portugueses. Com o passar do tempo os colonizadores
incorporaram em sua farmacopeia a medicina indigena, utilizando produtos da
biodiversidade brasileira. Uma grande parcela dos medicamentos atuais € derivada de
plantas medicinais devido a aplicacdo de tecnologias aliada ao conhecimento tradicional
(BRASIL, 2012).

Intimeras plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional chinesa ou indu
vem sendo inseridas no cotidiano dos povos ocidentais, sendo sua comercializacdo
sustentada em propagandas radicalistas em que a “cura” é alcancada simplesmente por
se tratar de algo vindo da natureza. Contudo, as propriedades farmacoldgicas
anunciadas nido possuem uma validade por ndo terem passado por investigacdes sérias
ou por ensaios pré-clinicos e clinicos (VEIGA Jr et al., 2005).

Dessa forma, a falta de investigagdes e pesquisas cientificas mais apuradas que
identifiquem as propriedades antibidticas das plantas é uma realidade que compromete
seu uso no tratamento de doencas (DUARTE, 2006).

A busca por compostos terapéuticos alternativos obtidos por meio de plantas
medicinais € uma necessidade, principalmente para aquele grupo de individuos
imunocomprometidos. Os estudos realizados surgem entdo, por conta da demanda
dispensada para a elaboragdo de medicamentos mais eficazes e com menos efeitos

colaterais, sendo observado, portanto, a grande importancia das plantas no cotidiano
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humano, pelo espaco que vém ganhando em casas especializadas e farmécias (BERTINI
et al., 2005).

Nesse contexto, a fitoterapia busca normalizar as funcdes fisioldgicas através
do poder da natureza, reconectando homem com o ambiente para promover um
equilibrio (FRANCA et al., 2008).

De acordo com a RDC n°17 de 24 de fevereiro de 2000, entende-se por
fitoterdpico o medicamento “‘obtido por processos tecnologicamente adequados,
empregados e exclusivamente matérias primas vegetais, com finalidade profildtica,
curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. E caracterizado pelo conhecimento da
eficdcia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constdncia de sua
qualidade.”. Além disso, estes produtos podem conter excipientes (BRASIL, 2000).

Fitofdarmacos também sdo originados de matéria prima vegetal, porém sao
exclusivamente substancias com alguma atividade farmacolégica, podendo ter aplicagdao
terapéutica, como exemplo a pilocarpina que € extraida do jaborandi e € utilizada no
tratamento de glaucoma (SIMOES, 2004).

Os investimentos na preparacdo de farmacopeias com a descri¢do sobre a acao
das plantas ou partes delas no preparo de fitoterdpicos, € de extrema importincia, uma
vez que deve ser aliado o conhecimento cientifico j4 existente sobre as espécies vegetais
e a familia a que pertencem, ao desenvolvimento de técnicas adequadas de preparacdes
dos compostos fitoterdpicos (TOLEDO et al., 2003).

A partir dos avancos nas pesquisas houve a necessidade de regulamentar e
informar o adequado uso de plantas medicinais pela populacdo. Assim, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 10, de 10 de marco de 2010 padronizou alegacdes terapéuticas
indicando a forma de uso, quantidade a ser ingerida e as restricdes no uso de acordo
com as informacdes tradicionais existentes. Desse modo as plantas medicinais passaram
a ser consideradas drogas vegetais e sdo regulamentadas na ANVISA (BRASIL, 2012).

A Lei 5.991/1973 regulamenta o comércio de plantas medicinais, no qual
dispde sobre a venda devendo ser feita apenas em farmdcias e ervanarias, porém nao
determina os critérios de qualidade e eficicia da planta. Portanto, ndo podem ser
vendidas como medicamento (BRASIL, 1973; BRASIL, 2012).

A qualidade de produtos fitoterdpicos ainda apresenta uma lacuna, pois pouco

se sabe em quais dreas essas plantas sdo cultivadas e o manejo empregado, além dos



18

aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos dos produtos tanto intermedidrios quanto
finais. Essa questdo da qualidade estd intimamente relacionada com os aspectos
botanicos, quimicos, farmacoldgicos e de pureza do material vegetal (TOLEDO et al.,
2003).

No Brasil existem dois instrumentos norteadores para o desenvolvimento de
programas com plantas medicinais: a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS), com diretrizes e linhas de acdo
para “Plantas Medicinais e Fitoterapia no SUS”, e a “Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos”, com abrangéncia da cadeia produtiva de plantas medicinais
e fitoterdpicos. Ambas tiveram como base as recomendacdes da OMS, a demanda da
populagdo brasileira, as diretrizes que regem o programa SUS e a potencialidade que o
pais possui para o melhoramento e desenvolvimento do setor de medicina

tradicional/alternativa (BRASIL, 2012).

2.2 Atividade Antimicrobiana e Metabdlitos Secundarios das Plantas Medicinais

No Brasil muitas plantas de biomas como o Cerrado e Mata Atlantica sdo
utilizadas para o tratamento de infec¢Oes fungicas e bacterianas e também para doengas
tropicais como a leishmaniose, que possui altos indices de casos tanto em animais
quanto em humanos no pais. Porém relatos de pesquisas demonstrando a eficdcia na
utilizacdo dessas plantas ainda sdo bastante restritos e geralmente apresentados em
eventos regionais, o que dificulta a disseminacdo dos resultados das pesquisas
(DUARTE, 2006).

Ushimaru et al. (2007) demonstraram que as propriedades antimicrobianas das
plantas ndo estdo relacionadas com o peso seco do extrato e sim com a associagdo
quimica dos principios ativos.

Ao longo dos anos as plantas desenvolveram suas préoprias defesas quimicas
contra patégenos e herbivoros, razdo pela qual ha essa imensa complexidade na sua
constituicdo quimica, sintetizando substancias que vao agir em alvos especificos de seus
predadores (FERREIRA & PINTO, 2010).

Existem dois grupos de compostos produzidos pelas plantas, o primeiro

denomina-se de metabdlitos primarios, que sdo substancias essenciais a vida de todos os
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vegetais, sdo eles os carboidratos, aminodcidos, lipideos e dcidos nucleicos. O segundo
grupo sdo os metabdlitos secunddrios, responsdveis pela defesa quimica contra o
estresse do ambiente, pela atracdo de polinizadores e pela preservacdo da integridade
das plantas, sdo eles: compostos fendlicos, terpenoides, 6leos essenciais, alcaloides.
Esses compostos sdo os responsdveis pelos efeitos medicinais e/ou téxicos das plantas
(Di STASI, 1995; LOPEZ, 2006, GONCALVES, 2010).

A distribuicao dos metabdlitos secundarios € resultado de um balango entre
producdo e eliminagdo por todo o crescimento da planta. A acdo desse variado nimero
de componentes ativos € um grande desafio para a inddstria, pois seus extratos ou
principios ativos podem apresentar efeitos sinérgicos. Portanto, é necessario um estudo
detalhado da atividade bioldgica de extratos e dleos essenciais (LOPEZ, 2006).

A maior parte dos principios ativos das plantas ndo é totalmente conhecida,
porém, ainda pode apresentar atividade antimicrobiana sem que tenha efeito toxico para
quem a utiliza. Os metabdlitos secunddrios servem para modular o metabolismo da
planta e também possuem acdo de alcancar alvos terapé€uticos nas enfermidades
humanas e animais (GONCALVES, 2010; FERREIRA & PINTO, 2010). Diferentes

grupos de metabolitos existem e alguns estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas de alguns grupos de principios ativos e propriedades

medicinais e/ou toxicas em plantas medicinais

PINCIPIO ATIVO PROPRIEDADES MEDICINAIS E/OU
TOXICAS

Alcaloides Atuam no sistema nervoso central

(calmante, sedativo, estimulante,

anestésico, analgésico. Alguns

cancerigenos e outros antitumorais.

Mucilagens Cicatrizante, anti-inflamatoério, laxativo,

expectorante e antiespasmodico

Flavonoides Anti-inflamatério, antiesclerético,

fortalece os vasos capilares, dilatador de

corondrias, espasmolitico,
antihepatotéxico, colerético e
antimicrobiano

Taninos Adstringente e antimicrobianos.

Terpenos Antisséptico, anti-inflamatorio,
antipirético,

Adapatada de Lorenzi & Matos (2002).

Virios sdo os fatores que interferem na producdo de metabdlitos secundérios,
desde as variagOes decorrentes do desenvolvimento foliar ou surgimento de novos
Orgaos na planta, podendo resultar em uma menor concentragdo de metabolitos. Alguns
fatores agem relacionados entre si na influéncia dessa produgdo, como por exemplo, a
sazonalidade e o indice pluviométrico. Ademais existem fatores que s@o intrinsecos a

planta (genéticos) e extrinsecos, como variacdes de solo, dgua e luminosidade

(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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2.3 Substancias toxicas das plantas

A descoberta de plantas medicinais advém dos estudos botanicos e
farmacoldgicos, os quais mostram os principios ativos e seus efeitos terapéuticos.
Entretanto, em grande parte das plantas existem substincias toxicas que podem
representar um risco tanto para pessoas quanto para animais. Esse fator limitante no uso
das plantas medicinais estd intimamente relacionado com a utilizacdo, o modo de
preparo e o tempo de tratamento. Assim, € de suma importancia o estudo toxicoldgico
para determinar as possiveis interacdes com outros medicamentos, as doses terapéuticas
e toxicas (SANTOS & ALMEIDA, 2016).

A relacdo dose/efeito/resposta € de extrema importancia na avaliacdo da
atividade bioldgica causadas por extratos vegetais, principalmente quando se refere a
utilizacdo desses extratos na saide humana. Apesar de existirem métodos quantitativos
para medir a toxicidade dos extratos, na maioria das vezes esses nao sio tao conclusivos

(SANTOS & ALMEIDA, 2016).

2.4 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae ou Compositae apresenta-se disseminada por todos os
continentes, excetuando-se a Antartica, sendo mais facilmente encontrada nas regides
temperadas, em dreas de climas tropicais e subtropicais. No Brasil, possui grande
representatividade, porém os trabalhos publicados acerca dessa familia ndo trazem
chaves diagnésticas e descri¢des, tornando-a ainda mais complexa quando da sua
classificagdo (ROQUE & BAUTISTA, 2008).

Plantas da familia Asteraceae sdo ervas anuais e t€m como caracteristica caule
cilindrico, folhas em roseta, inflorescéncia em capitulo, geralmente terrestres, sao raros
as aquaticas, capitulo formado de flores sésseis (ROQUE & BAUTISTA, 2008).

Possui aproximadamente 1.600 gé€neros, sendo que no pais sdo reconhecidos
apenas 300 destes géneros e 2000 espécies (SOUZA & LORENZI, 2005;
GONCALVES, 2010). Nao sao muito utilizadas na alimentacdo, tendo como fungdes
mais importantes a medicinal e ornamental, possuem ainda atividade toxicoldgica e

alergénica (GONCALVES, 2010).
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Almeida et al. (2005) encontraram no Cerrado espécies da familia Asteraceae
jamais registradas nos estudos publicados e afirmam que hd uma grande dificuldade
nessa identificacao, pois € uma familia de taxonomia dificil.

Um estudo realizado em uma comunidade da regido semidrida do Piaui
demonstrou que a familia Asteraceae apresenta grande importancia socioecondmica e de
sobrevivéncia, evidenciado pelo uso das plantas, por parte dos moradores, para o
tratamento de sintomas relacionados ao sistema digestorio e respiratorio (SILVA et al.,
2014). Essas plantas apresentam vdrias classes de metabdlitos secundarios, como
sesquiterpenos, monoterpenos, alcaloides e flavanoides. Possui acdo medicinal no
tratamento de afec¢des dermatoldgicas e digestivas e t€ém comprovada acdo analgésica e

antinflamatoéria (GONCALVES, 2010).

2.5 Ageratum conyzoides L.

2.5.1 Caracteristicas gerais

A. conyzoides L. é uma planta herbiacea anual, com distribuicdo em areas
subtropicais e tropicais, cresce bem em qualquer solo, sendo considerada daninha, com
odor peculiar semelhante ao de cabra, tendo nome popular de “catinga de bode”, pode
também ser conhecida como: mentrasto, erva-de-sdo-jodo, picao-roxo, erva-de-santa-
lucia. A espécie possui uma grande variagdo morfoldgica e parece altamente adaptavel a

diferentes condi¢des ecoldgicas. (OKUNADE, 2002).

2.5.2 Caracteristicas botanicas

Apesar de o género Ageratum conter aproximadamente 30 espécies, somente
algumas delas t€m sido investigadas fitoquimicamente, destacando-se a espécie
Ageratum conyzoides L., pois apresenta vdrios efeitos terapéuticos, entre eles o de
laxante, antipirético e cicatrizante (OKUNADE, 2002; NOGUEIRA, 2009).

A. conyzoides L. apresenta caule ereto de coloracdo verde ou castanha com

pelos brancos, folhas pecioladas, simples ovaladas com margem ondulada. Folhas sao
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opostas, longo-pecioladas, ovoides e dsperas, com até 7,5 cm de comprimento. A planta
possui aproximadamente um metro de altura. Inflorescéncia do tipo capitulo, eixo
principal da inflorescéncia bastante desenvolvido. Cada capitulo € rodeado por bricteas
verdes e contém numerosas flores, cujo cdlice € substituido por pelos e a corola
apresenta-se tubulosa, de coloracio arroxeada ou lilds. Sua propagacdo ocorre por meio
de sementes. E um importante recurso alimentar para abelhas e as partes da planta sio
utilizadas na medicina popular e também possui acdo repelente (MOREIRA &
BRAGANCA, 2011; ALMEIDA, 2015).

Segundo Malheiros (2012), A. conyzoides L. apresenta caracteristicas
morfolégicas que podem confundi-la com outra espécie do género, a Ageratum
fastigiatum, porém deve-se observar a diferenca morfoldgica na folha de A. conyzoides

L., pois esta se apresenta de forma oposta cruzada, oval a deltoide, divergindo da folha

de A. fastigiatum que tem formato lanceolado.

Figura 1 — Exemplar de Ageratum coﬁyzoides L., da familia Asteraceae colhida
em junho de 2017 no campus central da Universidade Federal do Maranhdao — UFMA.
Fonte: Préprio autor
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2.5.3 Etnofarmacologia

Em regides da Africa, a A. conyzoides L. é utilizada no tratamento de doengas
mentais e infecciosas, apresenta relatos de uso também em pacientes com pneumonia,
doencas da pele e feridas, bem como para diarreias. Possui ainda a¢do antiasmatica,
antiespasmoédico. No Brasil, tém sido muito utilizada em forma de chd, como anti-
inflamatdrio e analgésico. Também possui relato de atividade nematocida (OKUNADE,
2002).

Em levantamento etnobotanico realizado por Barboza da Silva et al. (2012) em
uma comunidade quilombola na Bahia, foi constatado que diversas espécies de plantas
medicinais encontram-se presentes no uso cotidiano de tratamento de enfermidades por
parte dos moradores da regido, dando destaque para espécies pertencentes a familia
Asteraceae, especificamente a A. conyzoides L., relatada para uso contra dores no corpo,
gripe e problemas oftalmolégicos, preparada a partir de suas partes aéreas, raiz, folha e
inflorescéncias em forma de infusdo, decoccdo e usadas em bochechos, chids ou
gargarejo.

Na regido do Jalapao no Tocantins t€ém sido utilizada na forma de infusio,
preparada a partir das partes aéreas, para tratar febre, gripes, dores no estomago,
doencas cardiacas e hepaticas, indicada pela comunidade como potente analgésico

(COELHO et al., 2005).

2.5.4 Atividade farmacoldgica

A. conyzoides L. apresenta acdo inseticida comprovada pelos estudos que
isolaram e avaliaram os compostos nela presentes (MOREIRA et al., 2007). Na
agricultura destaca-se seu uso pela propriedade inseticida, porém vdrios estudos foram
realizados mostrando que a planta possui um forte potencial no controle de fungos, e
também foi demonstrado uma nova atividade bioldgica no que se refere a capacidade de
inibir a produgdo de aflatoxinas, contudo, o mecanismo ainda € desconhecido. Outra
atividade verificada foi no controle de mosquitos Anopheles spp., Aedes aegypt e Culex
spp., podendo servir para prevenir perdas em saude publica causadas por doencas como

a maldria, dengue, filariose e leishmaniose (OKUNADE, 2002; SINGH et al., 2013).
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Ja foi demonstrado também potencial antimalérico do extrato aquoso das folhas
de A. conyzoides L. atuando como adjuvante associada a cloroquina, podendo ser uma
alternativa promissora no controle estratégico da maldria, principalmente em paises em
desenvolvimento, que apresentam grandes barreiras para o acesso aos medicamentos.
Entretanto, mais investigacdes devem ser realizadas para elucidar o verdadeiro
mecanismo de acdo da A. conyzoides L. (UKWE et al., 2010).

O extrato metandlico foliar de A. conyzoides L. tem sido utilizado no
tratamento de dor cronica, acdo curativa de feridas. Seu extrato aquoso também tem
sido relatado para evitar a coagulacdo. O extrato metandlico apresenta atividade
antimicrobiana (OKUNADE, 2002).

O ¢leo essencial também € alvo de investigacOes, principalmente pela sua acio
em bactérias Gram-positivas Gram-negativas, além do seu poder de inibicdo do
crescimento de fungos filamentosos e leveduras. Existe uma gama de atividades
farmacoldgicas das classes de metabolitos secundérios presentes nessa planta, entre elas,
o stigmasterol, que apresenta atividade anti-inflamatdria e os flavonoides com agdo no
sistema vascular central, antiviral e espasmolitica (OKUNADE, 2002; ESCOBAR,
2007).

Apesar de serem necessarios mais estudos para estabelecer o uso e a eficdcia de
A. conyzoides L., o extrato etandlico e a solu¢do aquosa possul intensa atividade anti-
helmintica, contudo o isolamento dos principios ativos responsaveis por essa agao € de
extrema importancia (PONE et al., 2011).

Ja foi verificado também que o extrato de todas as partes da planta Ageratum
conyzoides L. foi capaz de reduzir a produ¢do de oocistos em aves infectadas e que apds
18 dias de tratamento todos os oocistos foram eliminados, o que demonstra a potencial
atividade anticoccidial do extrato, podendo ser desenvolvido um produto fitoterdpico a
partir do extrato de A. comyzoides L. para o tratamento da coccidiose em aves.
(MOURA et al., 2005).

Porém estudos em relacdo a toxicidade devem ser feitos, como o de Diallo e
colaboradores (2014), no qual mostrou que o extrato hidroalcoolico de A. conyzoides L.
pode ser toxico para o figado humano, células renais e sanguineas apds longo periodo
de administracdo, e que essa toxicidade pode estar relacionada com a presenca de

alcaloides, especialmente o alcaloide pirrolizidinico.
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Em estudo realizado no Piaui por Arcanjo et al. (2012) avaliando a
bioatividade de extratos etandlicos de sete plantas medicinais popularmente utilizadas
pelo povo brasileiro, observaram que o extrato etandlico da Ageratum conyzoides L.
induziu importante atividade bioldgica contra Artemia salina leach, que é um
microcrusticeo marinho utilizado para verificar compostos bioativos de extratos de

plantas.

2.6 Uso de Plantas Medicinais na Medicina Veterinaria

A busca por medicamentos fitoterdpicos na medicina veterindria vem
aumentando gradativamente pois os fairmacos de um modo geral podem causar efeitos
colaterais indesejaveis e sao de um custo elevado. Entretanto, deve-se entender que os
fitoterdpicos também sdao medicamentos, portanto sé podem ser utilizados com a
prescri¢ao do médico veterindrio (MARINHO et al., 2007).

Ainda que esta busca tenha aumentado, a fitoterapia € um campo ndo muito
explorado na medicina veterindria, principalmente porque as pessoas acreditam que o
tratamento com uso de plantas medicinais se restringe a elaboracdo de chds a partir das
folhas, muitas vezes utilizam partes das plantas que ndo possuem o principio ativo ou
em quantidades insuficientes ou exacerbadas, podendo causar efeitos adicionais
indesejaveis ou nenhuma das ac¢des terapéuticas esperadas (OZAKI & DUARTE, 2006).

Na literatura ja € relatado a resisténcia de parasitas, principalmente de
helmintos a medicamentos bastante utilizados no tratamento de parasitoses dos animais,
por isso em muitas comunidades rurais € comum o uso de plantas medicinais com acdo
anti-helmintica, anti-inflamatoria e repelente (VIANNA et al., 2016).

Marinho et al. (2007) citam que 61 plantas medicinais com diversas indicagdes
terapéuticas sdo usadas no tratamento de doencas de animais no municipio de Patos na
Paraiba, sendo destaque a Babosa e o Cajueiro, e que as partes utilizadas para a
preparacdao do fitoterdpico variam de acordo com a planta utilizada, podendo ser
administrada no animal por via oral ou tépica. Além disso, outro resultado importante é
que 100% dos entrevistados na pesquisa aceitariam a prescricdo de medicamentos

fitoterdpicos pelos médicos veterindrios.
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Em estudo realizado por Diaz e colaboradores (2010) avaliando a eficacia de
extratos de plantas em casos de mastite bovina, verificaram que quatro dos 37 extratos
utilizados foram capazes de inibir o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus.
Porém, os autores chamam aten¢@o para a complexidade de compostos existentes nesses
extratos, que podem agir de forma sinérgica, sendo responsdveis pela atividade
bioldgica desejada e ainda reforcam a necessidade de identificacdo de cada composto.

Bahmani et al. (2015) enfatizam a eficdcia das plantas como agentes seguros
para o tratamento de leishmaniose, colocando em questdo as desvantagens oferecidas
pelos medicamentos disponiveis no mercado, como o alto custo e os efeitos colaterais
produzidos. Porém € de suma importancia a comprovagdo da seguranga farmacoldgica
desses extratos obtidos a partir de plantas medicinais.

Além da atividade do extrato de algumas plantas, tém-se verificado também a
existéncia de atividade de Oleos essenciais, como do 6leo de Carapa guianensis
(andiroba), que apresentou atividade acaricida in vitro sobre fémeas ingurgitadas de
Boophilus. microplus, no qual 100% das teledginas morreram, sugerindo o grande
potencial dessa planta como fitoterdpico no controle de carrapatos que acometem
bovinos (FARIAS et al., 2007).

Viegi et al. (2003) observaram que o maior nimero de plantas medicinais
utilizadas em medicina veterindria pertenciam a familia Asteraceae (11%), seguida por
Lamiaceae (7,1%), Ranunculaceae (5,2%), Fabaceae, Apiaceae e Rosaceae (4,9% cada),
Liliaceae (4,5%), Poaceae (4,1%) e Euphorbiaceae (3,4%). Sendo a maioria das
espécies comuns, cultivadas ou plantas consideradas ervas daninhas, e dentre as partes
utilizadas destacam-se as folhas, partes aéreas, raizes, plantas inteiras e frutas, com
menor frequéncia sdo utilizados os ramos, cascas, bulbos, rizomas, tubérculos, sementes
e flores. A forma mais comumente administrada eram decocc¢des ou apenas o liquido em
que as plantas eram mergulhadas, destinadas para o tratamento de desordens do trato
digestivo, pele, doencas respiratorias, feridas e inflamagdes, para as mais variadas
espécies animais, como coelhos, cdes, cavalos, aves, porcos, entre outros.

As plantas medicinais sdo utilizadas em Medicina Veterindria em Montseny na
Catalunha, com destaque para as pertencentes a familia Asteraceae. Os medicamentos
sdo preparados a partir das folhas, estruturas florais, frutos e inflorescéncias com a
finalidade de tratar problemas intestinais e/ou dermatologicos de cavalos, ovelhas,

porcos e gado (BONET & VALLES, 2007).
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Além da acdo repelente, anti-inflamatéria e anti-helmintica ja relatada em
véarios estudos com plantas medicinais, t€m-se observado também agdo antifungica,
como apresentado em um levantamento, no qual 428 extratos vegetais apresentaram
acdo contra Candida spp., com maior representatividade a familia Asteraceae. Contudo,
nesses estudos a maioria dos isolados do micro-organismo era proveniente de casos
clinicos humanos ou cepas padrdes de laboratério, poucos eram isolados de animais, o
que torna necessario intensificar os estudos nessa drea. Tanto as fracOes quanto os
extratos etandlicos, diclorometanicos, aquosos e metandlicos apresentaram alguma
atividade. Entretanto ha de se considerar que as diferencas em relagdo a atividade dos
extratos envolvem aspectos como o método de avaliagdo, tipo de extrato, parte vegetal e
procedéncia dos isolados fungicos (GIORDANI et al., 2015).

De uma lista de plantas utilizadas por comunidades rurais, a maioria era
destinada para a preparacao de medicamentos para doencas de animais, sendo cerca de
metade para uso em ruminantes, a Passiflora foetida L. foi relatada para prevenir
doencas em aves, as doses dependiam da idade ou tamanho do animal. Logo, o
conhecimento botanico € fundamental para a identificagdo correta das plantas, evitando
erros de coleta e para que se tenha a finalidade terapéutica desejada. (KONE &
ATINDEHOU, 2008).

Em estudo realizado com plantas no bioma da Caatinga, observou-se que
grande parte dos extratos avaliados apresentaram atividade antimicrobiana frente a
agentes patogé€nicos de animais, como a Escherichia. coli e Corynebacterium spp. No
entanto nio foram realizados analises fitoquimicas para verificar a possivel classe de
compostos ativos responsdveis por essa a¢do antimicrobiana. Outro ponto importante e
que abre uma gama de possibilidades de pesquisa com plantas medicinais € o estudo da

atividade in vivo (De Sa et al., 2011).



29

2.7 Erliquiose Monocitica Canina (EMC)

2.7.1 Etiologia

Conhecida como pancitopenia canina tropical, tifo canino ou febre hemorragica
canina, a Erliquiose Monocitica Canina (EMC) € uma doenca causada por bactérias
estritamente intracelulares, Gram-negativas, pertencentes a ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, género Ehrlichia e espécie Ehrlichia canis (DUMLER et al., 2001;
COSTA, 2011; SILVA, 2015).

Uma nova organizagdo dos géneros nas familias Rickettsiaceae e
Anaplasmataceae foi proposta por Dumler et al. (2001), onde as tribos Ehrlichiae e
Wolbachieae acabaram sendo transferidos para a familia Anaplasmataceae, que
compreende agora trés géneros Ehrlichia, Neorickettsia e Anaplasma.

Com essa nova organizagdo, cinco espécies de bactérias pertencem ao género
Ehrlichia: Ehrlichia canis, E. chaffensis, E. ewigii, E. muris e E. ruminantium. Essas
bactérias sdo parasitas obrigatorios de células hematopoiéticas, maduras ou imaturas,
principalmente do sistema fagocitico mononuclear, como mondcitos e macréfagos e
também em neutréfilos para algumas espécies (DUMLER et al, 2001; AGUIAR, 2007).

E. canis possui forma de cocobacilos e se multiplicam por divisdo bindria,
sendo de pequeno tamanho, medindo aproximadamente 0,2 a 0,4 pum de didmetro

(SILVA, 2001; SILVA, 2015).

2.7.2 Ciclo biolégico e transmissao

O carrapato Rhipicephalus sanguineus esta distribuido em todo o territdrio
nacional e é o principal vetor da erliquiose canina. No momento do repasto sanguineo, o
carrapato infectado transmite E. canis, o que favorece a manuten¢do da doenga no pais..
Além disso, a transmissdo de E. canis também pode ocorrer por transfusdes sanguineas
de um cdo infectado para outro suscetivel. No vetor sé ocorre a transmissdo
transestadial e ndo h4 transmissdo transovariana, portanto o cdo torna-se o principal

reservatorio da doenga (AGUIAR, 2006).
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No cdo, E. canis invade predominantemente os leucdcitos mononucleares
(linfocitos e mondcitos), onde se replicam por divisdo bindria. O micro-organismo se
localiza no citoplasma celular e se reproduz no interior de fagossomos na forma de
corpusculos iniciais. Os corpusculos iniciais sdo unidades do micro-organismo que se
unem para formar a mérula (ALMOSNY & MASSARD, 2002; COSTA, 2011).

Todas as espécies de Ehrlichia apresentam a forma de morula, que sdo
estruturas intracitoplasmdticas, ovoides ou alongadas, envolta por uma membrana
limitada por membrana trilaminar, contendo inimeros corptisculos elementares, estes
medindo de 0,2 a 0,6 um x 1,2 a 1,5 um de didmetro, ja na fase de mérula medem

aproximadamente 2,5 a 3 um x 3 a 6 um de diametro (ACETTA, 2008).

2.7.3 Epidemiologia

Melo et al. (2011) verificaram que 227 caes foram detectados com anticorpos
anti-Ehrlichia spp., sendo 119 destes de dreas consideradas urbanas, mostrando que
todos os bairros urbanos analisados no trabalho tinham caes reativos e que 84% das
fazendas apresentaram também caes reativos. A variacdo dos titulos de anticorpos anti-
Ehrlichia ficou entre 40 a 81.920 em animais da area urbana e entre 40 e 327,680 nos
cdes da drea rural.

Apesar de ser uma doenca com distribuicdo mundial, tém-se observado altos
indices de prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, podendo ser influenciado
pelo clima que favorece ou ndo a presenca do vetor ou ainda pelo modo de vida dos
animais (LITTLE, 2010). No Brasil, ¢ uma doenca diagnosticada com frequéncia nos
hospitais e clinicas veterindrias, com prevaléncia que pode variar de 10 a 50%
(DAGNONE et al,. 2003; AGUIAR et al., 2007).

Recentemente estudos de detecgdo soroldgica e/ou molecular reportaram a
infeccdo de gatos com E. canis, como o de Braga et al. (2014), no qual 20 animais
foram positivos para Ehrlichia spp. na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), sendo a sequéncia idéntica a cepa de E. canis Uberlandia (GU586135) e E.
canis Jake (CP000107), ja nos testes soroldgicos, 88 animais foram positivos resultando

em uma soroprevaléncia de 41,5%. Em outro trabalho, Fontalvo et al. (2016)
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encontraram uma soroprevaléncia de 35,6%. No Estado do Maranhdo, Oliveira Braga e
colaboradores (2012) verificaram que 11 gatos foram soropositivos para E. canis no
teste de imunofluorescéncia indireta, confirmando a infeccdo em gatos nesse estado.
Entretanto, o papel dos felinos no ciclo epidemioldogico da erliquiose ainda é

desconhecido.

2.7.5 Sinais clinicos

As manifestacdes clinicas da erliquiose canina podem ser divididas em trés
fases: aguda, subclinica e cronica. Apesar de existirem inimeros estudos, muitas sao as
divergéncias encontradas no que diz respeito a sintomatologia dos animais e as
alteragdes laboratoriais encontradas, o que sugere que possa haver cepas diferentes
circulando no Brasil (ACETTA, 2008).

Em estudo feito por Aguiar (2013), verificou-se algumas alteragdes clinicas e
laboratoriais em animais positivos para EMC, como por exemplo: trombocitopenia
(100%), inapeténcia (86,66%), apatia (66,66%), mucosas hipocoradas (26,66%),
leucocitose (23,33%), emaciacao (23,33%), eosinofilia (23,33%), leucocitose (23,33%),
linfocitopenia (20%), anemia normocitica normocromica (16,66%), febre (16,66%),
linfocitose (13,33%), melena (13,33%), conjuntivite (13,33%), vOmitos (13,33%),
anemia microcitica hipocrémica (10%), eosinopenia (10%), tosse (10%), diarreia
(10%), hematoquezia (6,66%), otite (6,66%), neutropenia (3,33%), neutrofilia (3,33%),
monocitose (3,33%).

Segundo Silva (2010), os sinais clinicos observados em caes 14 dias pods
inoculacdo do agente etiolégico da ehrlichiose canina foram: febre, petequias nas
mucosas, linfadenomegalia, anorexia, esplenomegalia palpavel, sendo compativeis com
EMC. As alteragdes clinicas observadas em 31 cdes sororreagentes incluiram apatia,
hepatomegalia, sinais dermatolégicos, oftdlmicos e nervosos, linfadenopatia,
emagrecimento e petéquias. No estudo ndo houve associa¢do significativa entre a

sorologia e as varidveis como sexo, faixa etdria, raca e acesso a rua.



32

2.7.6 Diagnostico

O diagnéstico da EMC deve ser baseado na avaliacdo clinica do animal com
sinais clinicos, verificacdo do histdrico de carrapatos e trombocitopenia. A confirmacao
deve ser realizada por meio de sorologia, exame parasitoldgico, por biologia molecular
ou cultivo celular, sendo este ultimo geralmente direcionado para fins de pesquisa em
laboratérios bem equipados. O diagndstico correto pode ser estabelecido no uso
conjunto de testes soroldgicos e de biologia molecular com a identificacdo do patdégeno
por meio de esfregacos de sangue dos animais suspeitos (DAGNONE et al., 2003;
LITTLE, 2010).

2.7.7 Tratamento

A doxiciclina se constitui na droga de elei¢do para o tratamento da EMC.
Alguns outros protocolos sdo descritos na literatura com associa¢do a doxiciclina, como
o dipropionato de imidocarb. Em geral, as tetraciclinas sdo utilizadas no tratamento da
doenca. O tratamento € indicado por um periodo que varia entre 15 a 28 dias, na dose de
10 mg/kg de peso/dia (MANOEL, 2010).

O tratamento pode durar de trés a quatro semanas nos casos agudos e até oito
semanas nos casos cronicos. A doxiciclina deverd ser fornecida duas a trés horas antes
ou apods a alimentacdo para que nao ocorra alteragdes na absor¢do (SILVA, 2015).

De um modo geral, o mecanismo de acdo das tetraciclinas estd relacionado
com a inibicdo da sintese proteica dos micro-organismos sensiveis, pois se liga a
subunidade 30S do ribossomo do micro-organismo, o que impede que o RNA-
transportador se ligue ao ribossomo. As tetraciclinas sdo riquetsiostaticos e ndo
riquetsicidas. A doxiciclina tem um cardter muito mais lipofilico, alcancando maiores
niveis de penetragdo tecidual, resultando em maior volume de distribui¢ao, possui ainda
a capacidade de ligacdo com as proteinas plasmaticas, prolongando sua meia-vida e
consequentemente maior atividade antimicrobiana in vitro e in vivo (AMYX et al.,

1971; PAIVA et al., 2007; PAPICH et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a acdo antimicrobiana do extrato metandlico bruto de Ageratum
conyzoides L., pertencente a Familia Asteraceae, em células infectadas com Ehrlichia

canis.

3.2 Especificos

e Identificar as classes dos compostos do extrato de Ageratum conyzoides L. pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-HPLC).

e Avaliar a taxa de infeccdo in vitro das células DH82 infectadas com E. canis
apoés o tratamento com o extrato metandlico bruto de Ageratum conyzoides L.

e Comparar os efeitos do extrato e do tratamento convencional com doxiciclina
nas células DHS8?2 infectadas com E. canis.

e Verificar alteragdes nas células DH82 frente a diferentes concentragdes do

extrato de Ageratum conyzoides L.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal da UEMA sob o numero 09/2016.

4.1 Coleta do material botanico e identificacio da espécie

As mudas de Ageratum conyzoides L. foram coletadas no campus Central da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), localizada no municipio de Sdo Luis e
cultivadas no Herbdrio Atico Seabra do departamento de Farmacia da instituicdo.

O tratamento convencional de herborizacdo utilizado na pesquisa foi o descrito
por MORI et al. (1989). A exsicata do material vegetal foi depositada no Herbario Mar
da UFMA, com o nimero de tombo 9099, identificada pelo Dr. Eduardo Bezerra de
Almeida Junior.

ApOs seis meses de crescimento, amostras da planta foram coletadas durante

os meses de junho a julho de 2017 para a preparagdo do extrato.

4.2 Preparaciao do extrato

A preparagdo do extrato foi realizada no Laboratério de Farmacognosia II da
UFMA. As partes aéreas da espécie vegetal foram retiradas e colocadas para secar em
temperatura ambiente por sete dias, trituradas em turbolizador e logo apds pesadas

(Figura 2).

Figura 2 - Partes aéreas da Ageratum conyzoides L. dispostas sobre a bancada para

secagem a temperatura ambiente.
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4.3 Obtencao do Extrato Metanélico Bruto

O solvente utilizado foi o metanol 80%, que foi escolhido devido a sua
capacidade de extrair compostos de diversas polaridades, pois na planta sdo encontrados
em abundancia compostos de média a baixa polaridade.

Para preparacdo do extrato foram utilizados 552,46 gramas de partes aéreas
secas e trituradas. O material foi seco a temperatura ambiente (25°C) por sete dias sem
sofrer influéncia de temperaturas mais altas que poderiam vir a degradar algum
composto importante para atividade bioldgica do estudo. Apds a secagem das partes
aéreas, foi mensurada a umidade que ainda estava presente na planta, sendo obtido um
percentual de 10,3%, esse valor foi utilizado no calculo para preparacdo da solucdo
extratora.

O extrato foi preparado na proporcdo de 80:20 (metanol:dgua) por percolacdo
durante 48 horas. A quantidade de solvente foi proporcional a quantidade de p6 obtida,
de modo que o material vegetal ficasse imerso no solvente. Apds o final da percolagao,
o extrato foi filtrado em papel de filtro e o liquido resultante foi acondicionado em
frasco de vidro, protegido da luz.

O extrato foi concentrado em evaporador rotativo (Biotech BT 350) sob
pressdo reduzida até secura, a fim de obter o extrato metandlico bruto. O liquido
resultante foi distribuido em frascos de 40 mL e congelados. Em seguida o material foi
liofilizado e armazenado para a andlise fitoquimica da atividade bioldgica em estudo

(Figura 3).



36

e -

Figura 3 - A: Rotoevaporagdo. B: Congelamento. C: Liofiliza¢do do extrato metandlico

bruto de Ageratum conyzoides L. e D: Extrato ap6s liofilizacao.

4.4 Rendimento do extrato

O célculo do rendimento do extrato foi baseado em metodologia descrita por
Rodrigues e colaboradores (2011) com adaptaciao. Onde:
Re=(Pemb/Ppd) X 100
Sendo:
Re: rendimento do extrato (%)
Pemb: peso do extrato metandlico bruto apds liofiliza¢ao

Ppo; peso do p6 utilizado na preparagdo do extrato

4.5 Analise cromatografica (CLAE ou HPLC)

A andlise cromatografica foi realizada na Central Analitica no Campus Central

da UFMA. Aproximadamente 50mg da amostra foi purificada em cartucho C18 para
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posterior injecdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o cartucho foi
previamente acondicionado com 2,0 mL de metanol, seguido de 2,0 mL de &4gua
ultrapura. A amostra foi adicionada no cartucho (2,0 mL de cada extrato) e eluida com
1,0 mL de metanol 85% (v/v), ficando os interferentes presos no adsorvente. A fracdo

coletada foi concentrada em evaporador rotatorio.

4.6 Infeccao in vitro

4.6.1 Micro-organismo

A cepa de Ehrlichia canis isolado Cuiabd utilizada foi obtida da cole¢do de
riquétsias e erliquias do Laboratério de Virologia e Rickettsioses da Faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade Federal de Mato Grosso (FMVZ/UFMT). A
mesma foi multiplicada em monocamadas de células DH82 (ATCC number: CRL-
10389) e mantidas a 37°C e 5% de CO, . Para o crescimento e manuten¢do celular
foram utilizados o meio DEMEM (Dulbecco’s, Modified Eagle’s, Sigma Aldrich®)
acrescido de 5% de soro fetal bovino (Nutricell®) renovado parcialmente a cada trés a

quatro dias.

4.6.3 Cultivo celular

Os macrofagos caninos (DHS82) foram obtidos da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, EUA) e cultivados em frascos de 25cm3® com meio
DEMEM (Dulbecco’s, Modified Eagle’s, Sigma Aldrich®) acrescido de 5% de soro
fetal bovino (Nutricell®) em uma incubadora umidificada a 37°C e 5% de CO, . A

metodologia utilizada no cultivo seguiu as orientacdes de Aguiar (2006).

4.6.4 Doxiciclina

Foi utilizado o antibidtico doxiciclina (Doxi Suspensao®, CEPAV) na
concentragao de 1ug/mL, seguindo as diluicdes da bula do medicamento, tendo por base

que no tratamento da erliquiose canina utiliza-se 10mg por quilo de peso vivo.
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4.6.6 Protocolo dos Medicamentos

A taxa de infecc@o da garrafa contendo células DH82 foi acompanhada durante
quatro dias até que se chegasse ao desejado. Para avaliacdo da taxa de infecgdo foi
coletado com a ajuda de uma pipeta uma aliquota, colocada em um tubo de
polipropileno e centrifugado a 5000 rotacdes por minuto (rpm) durante cinco minutos.
Apbs a centrifugacdo, foi coletado somente o pellet formado e descartado o
sobrenadante. Posteriormente o pellet foi transferido para uma lamina de vidro para
microscopia e em seguida, corada com o protocolo de Pandtico, para avaliar-se a taxa de
infeccdo. A taxa de infec¢do foi de 70%, o que permitiu iniciar o protocolo com os
medicamentos.

O protocolo foi realizado em placa de 24 pogos (Figura 4) contendo diferentes
concentragdes de extrato, um controle positivo contendo doxiciclina ao meio de células
infectadas, um controle negativo contendo Dimetilsulféxido (DMSO) e outro contendo

somente o cultivo de células DH82 (Tabela 2).

Figura 4 — Placa de 24 pocos contendo meio de cultivo com células DH82 infectadas
com E. canis e as diferentes concentracdes do extrato metandlico bruto de Ageratum
conyzoides L.

As diferentes concentragdes de extrato foram analisadas em triplicata e obtido
a média da taxa de infec¢do em dois tempos, apds 18 (tempo 1) e 36 (tempo 2) horas do

inicio do tratamento.
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Tabela 2 — Protocolo de medicamentos, contendo as concentracdes do extrato
metandlico bruto de A. conyzoides L., os controles positivo e negativo e o cultivo,

nimero de repeti¢des e o tempo de avaliagdo.

Concentracio do
EMB de A. N° de repeti¢cdes Tempo do experimento
conyzoides L.
25 ug/mL 3 18h 36h
50 pg/mL 3 18h 36h
100 pg/mL 3 18h 36h
200 pg/mL 3 18h 36h
300 pg/mL 3 18h 36h
400 pg/mL 3 18h 36h
500 pg/mL 3 18h 36h
CP* 1 18h 36h
CN#** 1 18h 36h
Cultivo™** 1 18h 36h

EMB (Extrato Metandlico Bruto), *CP: controle positivo contendo 0,2 ul/mL de
doxiciclina ao meio de células DHS?2 infectadas com E. canis. **CN: controle negativo
contendo 50 pul/mL de DMSO ao meio de células DH82 infectadas com E.canis.
*#*Cultivo: somente meio de células DHS?2 infectadas com E. canis.

4.7 Analise Estatistica

A anéalise estatistica foi feita com base na ANOVA, sendo confirmada a
normalidade dos dados e em seguida aplicado o teste de Friedman com intervalo de

confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato

O rendimento do extrato metandlico bruto de A. conyzoides L. obtido foi de

9,08% em relacdo a quantidade de po inicial utilizada.

Diferentes valores de rendimento foram alcangados por Gongalves (2010) ao
utilizar diversas partes de Ageratum conyzoides L. com o mesmo solvente, porém pelo
método de maceragdo, entre eles 1,40%, 0,49%, 1,66% e 8,71%, para raiz, caule, folha e
flor, respectivamente, sendo que o extrato obtido a partir das flores obteve o melhor
rendimento.

Nweze e Obiwulu (2009) obtiveram um valor inferior de rendimento quando
comparado ao nosso estudo, de 8,12%, este pode ser justificado devido a utilizagao do
etanol como solvente e o método de extragdo a frio. Um rendimento aproximado foi
obtido por Thakur et al. (2014), com 9,33%, que também utilizaram o metanol como
solvente extrator. Assim Thakur, considerou este resultado como um dado relevante
para a espécie.

Entretanto, Nyunai et al. (2009 e 2010) encontraram 29,9% de rendimento para
a mesma espécie vegetal. Tais diferencas de rendimento podem estar relacionadas tanto

ao método de preparacdo do extrato, bem como do solvente utilizado.

O calculo do rendimento € de extrema importancia tanto para o cultivo como
para a colheita do material vegetal, uma vez que este dado pode influenciar na
quantidade de planta necessdria para se atingir determinada quantidade de extrato,
promovendo entdo menores perdas na produgdo de plantas medicinais e de fitoterdpicos
(RODRIGUES et al., 2011).

Na preparacdo de extratos vegetais, sdo levados em consideracdo diversos
fatores que podem interferir no rendimento, como a metodologia, o solvente e as
caracteristicas do material vegetal. Além disso, o solvente exerce fun¢do primordial no
que diz respeito aos constituintes quimicos de interesse na planta, podendo ou nado

arrastar a maior quantidade principios ativos (FALKENBERG et al., 2000).
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5.2 Analise Fitoquimica

A produgdo de metabdlitos secunddrios nas plantas € resultado de um balango
entre a formacgdo e eliminacdo desses compostos durante toda a vida da planta e é
influenciada por fatores genéticos e ambientais. A pressdo seletiva e as modificacdes
que ocorrem no ambiente podem ter influenciado no processo de evolucao das plantas,
para que comecassem a produzir metabolitos secundarios, uma vez que estes compostos
sdo responsaveis por conferir integridade as plantas.

Uma planta pode conter centenas de metabdlitos secunddrios e a identificagdo
destes compostos estd ligada ao método de extracdo, aos fatores ambientais, que
determinam sua maior ou menor producdo nas plantas. A atividade biologica de uma
planta pode ser determinada tanto pelos compostos majoritirios como também por
aqueles que estdo em menor concentracdo, pois, sabe-se que pode haver um sinergismo
entre eles que serd responsavel pelo sucesso terapéutico.

A prospeccao fitoquimica do extrato metandlico bruto revelou a presenca de
trés classes principais de compostos, sao eles: dcidos fendlicos, flavonoides (agliconas e
glicosideos) e terpenos, todos esses compdem um grande grupo que € denominado de
compostos fendlicos, que atualmente vém sendo investigado devido aos beneficios a
saude tanto humana quanto animal.

Virios fatores interferem na atividade bioldgica dos compostos fendlicos,
desde sua absor¢ao e metabolizacdo bem como de sua estrutura quimica. Ha uma grande
diversidade estrutural nesse grupo o que confere certo grau de dificuldade nos estudos
que envolvem sua biodisponibilidade e seus efeitos dentro do organismo (MIRA, 2008).

Autores como Larcher (2004) e Taiz e Zeiger, (2013) ja relataram que os
compostos fendlicos encontrados nos vegetais possuem estruturas variadas, derivados
dos 4cidos fendlicos como a cumarina, taninos e flavonoides e agem como
antioxidantes, sequestrando radicais livres, quelantes de metais, agentes redutores ou

desativadores do oxigénio singlete.
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Figura 5 - Cromatograma (A=254 nm) do extrato metandlico bruto de Ageratum
conyzoides L. obtido em CLAE.

Recentemente um trabalho realizado por Miranda et al., (2013), com as partes
aéreas de Ageratum conyzoides L., ndo revelaram as classes de metabdlitos como
terpenos, esteroides e antraquinonas, isso pode ser explicado em funcdo do solvente
utilizado ter sido o etanol e o método de extracao utilizado ter sido a maceracdo. Além
de outros fatores que influenciam a presenca de metabdlitos secundarios como clima e
solo diferentes.

Existe um amplo espectro de atividades farmacoldgicas a partir das classes dos
compostos identificados no presente estudo desta planta. Muitas atividades atribuidas a
A. conyzoides ja foram estudadas e algumas delas, como antiarritmica, antimicrobiana,
analgésica e anti-inflamatdria, comprovadas cientificamente (OKUNADE, 2002).

Na andlise fitoquimica foram identificados compostos fendlicos, existe uma
gama de atividades bioldgicas da planta ja relatada na literatura associados a presenca
desses compostos, que sdo excelentes antioxidantes. Segundo Soares (2002), esses
compostos agem inibindo a oxidag@o de vdrios substratos, por meio de dois principais
mecanismos: inibi¢io da formacdo de radicais livres; eliminacdo de radicais,
caracterizando duas etapas principais a de iniciacdo e a de propagacgdo, respectivamente.
Entdo os antioxidantes fendlicos agem nas duas etapas quer como sequestradores de

radicais, quer como quelantes de metais.
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Ha pouco tempo Mesa — Vanegas et al. (2015) afirmaram que os antioxidantes
encontrados nos extratos metandlico e acetato de etila de A. conyzoides L. podem ser de
acdo lenta e rdpida e que € importante isolar e purificar os metabdlitos, pois muitos
apresentam atividade antioxidante promissora, como os flavonoides, taninos, saponinas
e triterpenos, sugerindo que fossem realizados estudos para verificar o mecanismo de
acdo desses antioxidantes.

Os flavonoides presentes nessa planta podem ser os principais responsaveis
pela atividade antimicrobiana, acdo ji demonstrada em diversos estudos. Estes
compostos possuem diversas acdes, como antioxidantes, anti-inflamatéria e anti-
hemorragica e, além disso, desempenham papel importante na sobrevivéncia da planta
atuando em sua protecdo contra agentes quimicos e raios ultravioletas, por exemplo.

O efeito inibitério causado pelos flavonoides em muitos micro-organismos
pode estar relacionado a interacdo destes compostos com a membrana celular dos
agentes alvo, devido a sua capacidade de complexar com proteinas extracelulares e com
a parede celular (ROZATTO, 2012).

Os flavonoides presentes em A. conyzoides L. (extrato de éter de petrdleo e
acetato de etileno) foram considerados os responsdveis pela acdo anticancerigena
detectado em estudo com a planta, apresentando atividade inibitéria em uma vasta gama
de linhagens celulares de cincer (ADEBAYO et al., 2010)

Assim como a triagem fitoquimica realizada por Santos (2015) que encontrou
sesquiterpenos e monoterpenos em extrato de Ageratum conyzoides L., em nosso estudo
também foi verificado a presenca desses compostos terpenoides, porém nao foi possivel
fazer o isolamento para identificar que tipo de terpeno estd presente.

Os compostos encontrados na prospeccdo fitoquimica agem de maneiras
variadas frente os micro-organismos, a exemplo os terpenos que como sugerido por
Sartori (2005) podem romper a membrana celular.

O mecanismo antimicrobiano dos terpenos pode estar associado ao cardter
lipofilico, havendo um acimulo desses compostos na membrana dos micro-organismos

alvo e perda de energia pelas células (DUARTE et al., 2000).
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5.3 Atividade antimicrobiana in vitro de Ageratum conyzoides L.

A atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto de A. conyzoides L. em
células DH82 infectadas com E. canis esta representada na Figura 6. A avaliacdo foi
feita com base na contagem de cinco campos visuais, contendo células infectadas
(apresentando moérulas de E. canis) e células ndo infectadas, o que permitiu calcular a
taxa de infeccdo apds 18 horas e 36 horas de tratamento. Essa taxa foi calculada para
cada concentracdo do extrato, permitindo avaliar a eficdcia das diferentes concentracdes

do extrato sobre o cultivo de E. canis.
Figura 6 — Taxa de infeccdo de células DHS8?2 infectadas com E. canis apds 18 e 36

horas, respectivamente, de tratamento com diferentes concentragcdes do extrato

metanolico bruto de A. conyzoides L e doxiciclina.

91,87 89

77,43

Taxa de Infeccdo no cultivo

25ug/Ml 50pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pug/mL 400 pg/mL 500 pg/mL  Doxiciclina

Tratamentos utilizados
s 18 hOras ==36 horas

Para a concentracdo de 25 pg/mL do extrato no tempo 1 ainda era possivel
notar grande numero de células infectadas sendo muito semelhante ao poco que
continha apenas cultivo. As células apresentavam grande quantidade de moérulas e ndo
era possivel identificar nenhum efeito do extrato sobre as células nem sobre as mérulas
de Ehrlichia canis. Mesmo apds as 36 horas de tratamento ndao houve diferenca
significativa para essa concentracdo, permanecendo sem atividade nas células

infectadas.



45

Quando se avaliou as outras concentragdes no tempo 1 percebeu-se mudangas
no comportamento celular e na taxa de infecgdo, a partir da concentra¢do de 100 pg/mL,
no qual as moérulas de E. canis apresentavam-se um pouco deformadas. Entretanto, era
de se esperar que alguma atividade fosse realmente observada apds as 36 horas de
tratamento.

Entdo no tempo 2 (36 horas), verificou-se que as concentragdes de 300 e 400
pg/mL apresentaram atividade antimicrobiana, sendo capazes de reduzir a taxa de
infeccdo, com diferengas significativas em relacdo as menores concentragdes.

As médias e o desvio padrao demonstram que depois de decorrido 18 horas de
tratamento as concentracdes de 200, 300 e 400 pg/mL do extrato foram capazes de
reduzir a taxa de células infectadas mesmo sendo um curto periodo de tempo avaliado.
Grande parte dos trabalhos faz uma avaliacdo da eficdcia de tratamentos testados in
vitro em tempos de 24 e 48 horas, porém como o cultivo de E. canis exige condi¢des
muito peculiares e € altamente sensivel a contaminag@o optou-se, entdo, por avaliar nos
intervalos de tempo 18 horas e 36 horas de tratamento.

A partir da concentracdo de 300 pg/mL foi possivel notar que foram formados
muitos vacuiolos nas células indicando atividade fagocitica do macréfago na presenca do
extrato, apesar de serem encontradas ainda muitas células infectadas, essa intensa
atividade fagocitica como mostra a Figura 7 nos leva a considerar que o extrato
metanolico bruto de A. conyzoides L. pode ser uma matriz de compostos promissora no

combate a erliquiose.
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Figura 7 — A: Fotomicrografia de células DH82 provenientes de monocamada
inoculada com o isolado de Cuiaba, MT, apresentando moérulas (seta vermelha) de
Ehrlichia canis, B: Fotomicrografia de Células DH82 provenientes de monocamada
inoculada com o isolado de Cuiaba, MT, tratadas com o extrato de Ageratum conyzoides
apresentando projecdes citoplasmdticas (seta preta) e vacuolos indicando atividade

fagocitica (seta branca); N: nicleo. Pandtico rapido (Laborclin®); 100X.

Alguns trabalhos como o de Ribeiro et al. (2001) mostram que o DMSO pode
interferir no resultado, ocasionando inibi¢dao do crescimento bacteriano, caso seja usado
como um solvente da droga vegetal.

Em nosso modelo in vitro, o controle negativo do cultivo de células DHS82,
tratado somente com DMSO ndo interferiu no percentual de inibicio do micro-
organismo, o que demonstra que o DMSO pode ser utilizado de forma eficaz como
solubilizante do extrato testado.

A concentragdo de 500 pg/mL, tanto em 18 quanto em 36 horas, apresentou
maior taxa de atividade antimicrobiana. Observa-se ainda, que a taxa de inibicdo do
micro-organismo se eleva a medida que se aumenta a concentragdo do estrato, bem

como o tempo de tratamento (Figura 8).
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Figura 8 —Taxa de inibi¢do do micro-organismo em diferentes concentracdes do extrato

metanodlico bruto de A. conyzoides L.

Extrato Bruto

90

80 44‘

70

60

i /7 —

20 —

: —

20

10 O———— J
25ug/mL  50pg/mL  100pug/mL 200ug/mL 300ug/mL 400pug/mL 500ug/mL

Tratamentos utilizados

Taxa de Inibicdo no Cultivo

=®—18 horas =36 horas

Todavia, pode-se afirmar que a concentracdo que realmente foi eficaz no
tratamento foi a de 500 pg/mL, no qual se apresentou quase semelhante ao cultivo
tratado com doxiciclina.

A doxiciclina possui caracteristica lipofilica, pois penetra mais facilmente nos
tecidos que outras tetraciclinas conseguindo ligar-se com maior facilidade as proteinas
plasmaéticas.

De modo semelhante, a acao do extrato na cultura de células com E. canis
também apresentou esse cardter lipofilico devido a presenca dos compostos fendlicos
como os terpenos, que agem de maneira similar a doxiciclina rompendo a membrana

celular e ativando o mecanismo de degradacdo do micro-organismo.
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6. CONCLUSAO

¢ O rendimento encontrado do extrato foi um valor considerado importante.

e O extrato metandlico bruto de A. conyzoides L. apresentou pela andlise
fitoquimica compostos fendlicos, entre eles, dcidos fendlicos, flavonoides e
terpenos, o que sugere que a planta possui grande potencial para ser utilizada em
estudos de atividade antibacteriana, principalmente aqueles que envolvam

micro-organismos intracelulares.

e O extrato metanolico bruto de Ageratum conyzoides L. possui atividade anti

erliquia em cultura de células DHS2.

e A concentracdo que apresentou atividade antimicrobiana mais eficaz foi de 500

ug/mL.

e O extrato metandlico bruto de A. conyzoides L. apresentou-se tdo eficaz quanto a

doxiciclina no tratamento in vitro de células infectadas com E. canis.
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