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Abstract

The following Artemisia species were used for anti-Diptera bioessay: A. abrotanum,
A. absinthium, A. annua, A. borealis, A. cana, A. cinae, A. kurramensis, A. maritima, A.
monosperma, A. nilagirica, A. vulgaris. The following molecules were identified as toxic
versus Diptera species: 3-CHs-3-phenil-1,4-pentadyne, thymol (Musca); caffeic acid,
clorogenic acid, alfa-terpinene, alfa-tujone, beta-isobornyl-acetate, beta-pinene, beta-tujone,
borneol, bornyl-acetate, canfor, cineol, coumarin, eugenol, iso-borneol, limonene, linalol,
myrcene, nonanone-3, terpinene-4-ol (Aedes); alfa-terpinene, capillin (Culex). The genera
identified as sensible to Artemisia phytoextracts are as follows: Chrysomia (Calliphoridae),
Daucus (Tephritidae), Drosophila (Drosophilidae), Musca (Muscidae); Aedes, Anopheles,
Culex (Culicidae). Artemisia phytoextracts may control malaria adult-vector (repellent
function) larval-vector (toxic and teratogenic function) and aetiological agent (anti-
Plasmodium and anti-Apicomplexa functions).

Introduzione

La malaria ¢ diventata negli ultimi decenni una delle principali emergenze mondiali
sanitarie, confinata al momento nella maggior parte dei paesi sottosviluppati di Africa, Asia
e America, con costi di alcune decine di miliardi di dollari annui. La virulenza dell'agente
eziologico (Plasmodium: Haemosporida: Apicomplexa) ¢ notevolmente aumentata negli
ultimi anni a causa della insorgenza di resistenze anche multiple alle comuni profilassi
utilizzate. Negli anni '70 la ri-scoperta del principio attivo antimalarico (artemisinina) di
Artemisia annua (Asteraceae) ha dato il via ad un nuovo filone di ricerca e sperimentazione
contro la malaria e particolarmente contro quella multi-resistente. Il successo ¢ stato subito
notevole tanto che oggi la terapia di base per la malaria prevede l'utilizzo quasi sempre di
artemisinina e/o derivati con altri prodotti cito-tossici per Plasmodium. Tutto questo
rinnovato interesse ha fatto incrementare notevolmente il numero di pubblicazioni
scientifiche aventi come oggetto la malaria e inoltre ha stimolato la nascita di una rivista
specificamente dedicata al soggetto (http://www.malariajournal.com/).
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Intanto perd la domanda di artemisinina ¢ divenuta progressivamente crescente e
l'offerta non ¢ in grado di soddisfare tale geometricamente crescente richiesta. Cina e
Vietnam sono attualmente i principali produttori mondiali, ed 1 principali composti
commerciali ammessi dal WHO sono Artekin e DuoCotexin (deidro-artemisinina e
piperachina), Coartem (artemether e lufenantrine) e Artesunate (artesunate) (Ferreira et al.,
2005; Dalrymple, 2006).

Proprio nell'ambito di tale crescente interesse e domanda per 1'artemisinina ed 1 suoi
derivati, si inserisce la proposta di sostituire il tabacco in Italia con A. annua, presentata e
sperimentata in questi anni dal progetto Co.Al.Ta. (REG.CEE2182/2002); in tal modo si tenta
di inserire la produzione italiana di artemisinina nel torrente crescente della domanda,
sopperendo al reddito venuto meno dalla dismissione dei finanziamenti a sostegno del
tabacco. Nell'ambito del progetto CoAlTa diversi studi sono stati effettuati su A. annua e
specie congeneri (CoAlTa/l1, 2006; Vicidomini et al., 2006; Vicidomini, 2006, 2007a,
2007b; Vicidomini & Raimo, 2007) e esaminando 1'immensa bibliografia prodotta in questi
anni su tale pianta ed 1 suoi fitoestratti ¢ emersa una nuova ed intrigante possibilita di
intervento sulla malaria: il controllo a monte dei vettori.

Metodiche
Sono state seguite le medesime metodiche di ricerca gia menzionate nei precedenti

lavori su Artemisia ed i suoi fitoestratti, rimandando ad essi per la loro descrizione
dettagliata (Vicidomini et al., 2006; Vicidomini, 2006, 2007; Vicidomini & Raimo, 2007)

Muscomorpha

Kaul et al (1978) 1i indica come tossici e mortali per Musca domestica (Muscidae).

Khan & Khan (1984) hanno saggiato con successo i fito-estratti 1% di A.
kurramensis su diversi Tephritidae (Daucus cucurbitae, D. diversus, D. dorsalis, D.
zonatus) registrando un'ottima efficacia.

Saleh (1984) usando le parti aeree di A. monosperma (steam distillation) ha ottenuto
fito-estratti tossici contro M. domestica, identificando anche il principio attivo responsabile:
3-CH3-3-fenil-1,4-pentadine.

Ducke (1985) afferma che gli olii essenziali estratti da A. absinthium sono
particolarmente efficaci come repellenti verso Muscidae.

Ferrolino & Padolino (1985) confermano I'azione tossica degli oli essenziali di A.
vulgaris su D. melanogaster.

Bezzi & Caden (1991) affermano che gli olii essenziali estratti da A. absinthium sono
tossici contro M. domestica, Drosophila melanogaster (Drosophilidae).

In uno studio sui singoli composti monoterpenoidi degli olii essenziali ¢ stato
dimostrato che M. domestica ¢ molto suscettibile al timolo, ampiamente presente nei fito-
estratti di Artemisia (Lee et al., 1997).

Morsy et al. (1998) hanno testato fito-estratti di A. cinae ottenuti con estrazione ad
etanolo e acetone, contro larve-11I di Chrysomia albiceps (Calliphoridae); i risultati hanno
mostrato ottime attivita larvicide con, rispettivamente ai due metodi estrattivi, LCso 48 ppm
e 380 ppm.

Judzentiene & Buzelyte (2006) affermano che i fitoestratti di A. vulgaris sono tossici
per M. domestica.

Culicomorpha

Khand & Qadri (1974) hanno saggiato gli olii essenziali di A. maritima e A.
kurrmensis (0.016% estratto da foglie e rami) su larve a completo sviluppo di Anopheles
stephensi ottenendo una completa mortalita della popolazione.
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Morton (1981) afferma che gli olii essenziali di A. absinthium sono utili repellenti
contro i mosquitos.

Grant et al. (1984) riportano che 1 fito-estratti di A. cana sono particolarmente tossici
contro le larve di Culex quinquefasciatus (Culicidae); inoltre le larve sopravvissute danno
luogo ad una altissima frequenza di morfo-aberrazioni immaginali quali assenza di zampe o
di segmenti delle zampe, incapacita a volare, incapacita ad esuviare.

Hwang et al (1985) saggiarono gli olii essenziali estratti da A. vulgaris come
repellenti contro Aedes aegypti (Culicidae). Per l'identificazione dei composti attivi si uso
polvere secca di foglie su colonna colonna gas-cromatografica per capillarita e per flusso
combinato; i principi attivi con azione repellente furono i seguenti: alfa-terpinene, alfa-
tujone, beta-tujone, beta-isobornil-acetato, beta-pinene, bornil-acetato, canfora, cineolo, iso-
borneolo, borneolo, limonene, linalolo, mircene, nonanone-3, terpinene-4-olo (il piu attivo).
L'alfa-terpinene ¢ stato dimostrato un ottimo repellente (97% di efficacia con concentrazioni
di 0.05% sulla pelle) in prove condotte contro C. pipiens anche con essenze diverse da
Artemisia (vedi: Choi et al., 2002).

Sherif & Hall (1986) e Sherif et al (1987) riportano che gli olii essenziali estratti da
A. cana abbattono dell'80% la popolazione larvale di mosquitos (e.g.: C. quinquefasciatus)
delle pozze dopo solo due giorni dal trattamento.

Deshmukh & Renapurkar (1987) hanno eseguito biosaggi su larve-III di M.
domestica e Culex pipiens con fito-estratti di rametti di A. vulgaris (etere di petrolio con
apparato soxhlet: 10.0, 1.0, 0.1, 0.01 ppm/larva); nella prima specie solo le prime due
concentrazioni hanno dato risultati positivi, uccidendo rispettivamente il 72 e il 32% delle
larve trattate; in C. pipiens invece tutti € 4 1 dosaggi si sono mostrati efficaci, con le seguenti
percentuali di mortalita larvale: 100; 79; 40; 20.

Banerji et al. (1990) hanno saggiato fito-estratti con petrolio di A. nilagirica contro le
larve-III mature di C. pipiens rivelandosi altamente tossici; il principio attivo responsabile fu
il capillin.

Wang et al. (1990) hanno dimostrato tossicita nei confronti delle larve di A. aegypti
da parte dei fito-estratti poliacetilenici di A. borealis.

Bezzi & Caden (1991) affermano che gli olii essenziali estratti da A. absinthium sono
tossici contro Culex pipiens (Culicidae).

Thorsell et al. (1998) e Tunon et al. (2006) su Aedes albopictus hanno ottenuto una
repellenza del 100% con olii essenziali estratti estratti con toluene da A. abrotanum
(eugenolo, acido caffeico, acido clorogenico, coumarin).

Assar & ElSobky (2003) hanno trattato larve-1I, pupe ed adulti di Culex pipiens con
estratti acquosi di A. monosperma (0.5, 1.0, 2.0%) ottenendo marcati incrementi di mortalita
per i tre stadi considerati e direttamente proporzionali al dosaggio usato.

Tonk et al. (2003, 2006) hanno saggiato l'efficacia dei fillo-estratti di A. annua
mediante diverse procedure, sul III stadio larvale di Anopheles stephensi. Nel primo studio
hanno usato per i metodi estrattivi i solventi cloroformio, metanolo, esano e petrolio; 1
migliori risultati di tossicita sulla zanzara si sono ottenuti col metodo estrattivo a petrolio. I
due metodi estrattivi del secondo studio, indicati a reflusso (LCso 35 ppm 72h) e soxhlet
(LCso 20 ppm 72h) hanno dato il 100% di mortalita larvale entro 48h, mostrandosi
addirittura migliore degli estratti di Azadirachta indica (Meliaceae: piante di Neem).

Leeja & Thoppil (2004) hanno saggiato gli olii essenziali di A. nilagirica contro le
larve di Aedes albopictus ottenendo una LCso 5 micro-g/ml.

Wilcox et al. (2004), Debboun et al. (2006) citano diverse popolazioni del passato
(europee, cinesi, indiane, americane) che utilizzavano fito-estratti di Artemisia o
biofumigazioni di Artemisia come repellenti naturali contro svariate specie di mosquitos
(Culicidae).
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Prashant et al. (2006) hanno saggiato fito-estratti (cloroformio; etere di petrolio;
metanolo; olii essenziali) di A. nilagirica contro le larve III mature o larve-IV precoci di
Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus, ottenendo potenti azioni
larvicide dai vari metodi estrattivi usati tranne che dal CH3-OH.

In C. pipiens Zhou et al. (2006) hanno saggiato i fito-estratti di A. scoparia ottenendo
che sulle larve LCso 12.5 mg/l entro 2 giorni dal trattamento, mentre gli adulti subivano una
mortalita del 70% e del 100% entro 24h con 1 rispettivi dosaggi di 1 € 10 micro-g/cmq.

Sharma et al. (2006) hanno saggiato gli estratti di A. annua con metodi estrattivi
etere-petrolio, metanolo e carbon-tetracloridato su A. stephensi (Culicidae); il primo metodo
ha dimostrato maggiore efficacia di controllo contro la zanzara (il secondo sensibilmente
inferiore, il terzo inconsistente), ottenendo rispettivamente LCso 16.85 ppm (24h) e LCso
11.45 ppm (48h); sono stati quindi investigati gli effetti di tale frazione estratta sullo
sviluppo di A. stephensi, ottenendo una elevata percentuale di insuccesso dell'uovo (mancata
schiusa), una elevata mortalita larvale, pupale ed immaginale (riscontrata anche tramite
morfo-aberrazioni) ed inoltre un incremento nei tempi di sviluppo di larva e pupa (forte
riduzione dell'indice di crescita). In generale 1 fito-estratti di A. annua si sono mostrati molto
pit efficaci nel controllare il vettore malarico rispetto i fito-estratti di Chenopodium album e
Sonchus oleraceus.

Considerazioni

Sono state identificate diverse specie di Artemisia usate per 1 biosaggi contro i
Diptera (A. abrotanum, A. absinthium, A. annua, A. borealis, A. cana, A. cinae, A.
kurramensis, A. maritima, A. monosperma, A. nilagirica, A. vulgaris), e diverse molecole
bio-attive contro diversi stadi di sviluppo:

- 3-CH3s-3-fenil-1,4-pentadine, timolo contro Musca;

- acido caffeico, acido clorogenico, alfa-terpinene, alfa-tujone, beta-isobornil-acetato, beta-
pinene, beta-tujone, borneolo, bornil-acetato, canfora, cineolo, coumarin, eugenolo, iso-
borneolo, limonene, linalolo, mircene, nonanone-3, terpinene-4-olo, contro Aedes;

- alfa-terpinene, capillin contro Culex.

Dal punto di vista tassonomico sono stati censiti i seguenti generi di Diptera sensibili
ai fitoestratti di Artemisia: Chrysomia (Calliphoridae), Daucus (Tephritidae), Drosophila
(Drosophilidae), Musca (Muscidae); Aedes, Anopheles, Culex (Culicidae).

Sono state evidenziate forti attivita repellenti contro gli stadi immaginali delle specie
trattate e ancor piu marcate attivita larvicide, non necessariamente del primo stadio ma
anche del III e IV. Inoltre nel caso di Culex e Anopheles sono emerse anche importanti
proprieta teratogenetiche dei fitoestratti esaminati.

Questi risultati conferiscono notevole interesse ai fitoestratti di Artemisia nella
eventuale profilassi anti-dittero, in quanto ¢ teoricamente possibile un loro impiego sia in
citta, come deterrente anti-zanzare e anti-mosca a bassissimo o nullo impatto eco-sanitario,
che in trattamenti preventivi anti-vettore malarico, che ¢ bene ricordare trattasi di una
zanzara (Anopheles). E' plausibile ipotizzare che tramite sprai, fumigazioni o i diretti
principi attivi, si possa giungere ad una protezione delle popolazioni soggette al vettore
malarico tramite le proprieta repellenti dimostrate. E' bene sottolineare che il vettore
malarico ¢ I'adulto femmina del genere Anopheles; inoltre le specie di Artemisia sono
presenti in tutto il mondo e sono diverse centinaia di specie. Pertanto mediante semplici
trattamenti di finestre, camere da letto ed eventuali teli anti-zanzara con questi fitoestratti, ¢
possibile ottenere un'ottima repellenza contro gli stadi immaginali dei Culicidae. Il potere
larvicida di tali fitoestratti poi dona la possibilita di attaccare anche gli stadi acquatici delle
zanzare, rafforzando ulteriormente la possibile lotta preventiva al vettore malarico, mediante
la bonifica delle circostanti raccolte d'acqua stagnante di citta e villaggi in territori malarici.
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In tal modo si intravede la possibilita di realizzare una lotta totale alla malaria
agendo sia verso l'adulto del dittero vettore con i repellenti, sia verso le sue larve con le
molecole larvicide e teratogenetiche, che contro 'agente eziologico stesso (Plasmodium) con
la ben nota attivita cito-tossica dell'artemisinina e suoi derivati. Poiche le caratteristiche
cito-tossiche ed anti-dittero si sposano con numerose altre patologie protozoarie trasmesse
dagli Apicomplexa (Babesia, Cryptosporidium, Eimeria, Neospora, Toxoplasma:
Vicidomini, 2007b), ¢ possibile decrementare notevolmente la pressione socio-economica
da parassitosi nelle aree povere del mondo, con il semplice ricorso a preparati domestici di
Artemisia (decotti, infusi, spezie secche, ecc.) e con farmaci che contengano le diverse
molecole bio-attive identificate e che man mano si identificheranno.

Gli effetti anti-Anopheles sono maggiormente importanti in quanto in un recente
studio su tali zanzare in Francia meridionale ¢ emerso che almeno una specie (A. hyrcanus),
presente anche in tutta Italia (http://www.faunaitalia.it/), potrebbe efficientemente fungere
da vettore malarico (Poncon et al., 2007).
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