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Epigrafe

“Ando devagar porque ja tive pressa,

E levo esse sorriso, porque ja chorei demais.

Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe,

SO levo a certeza de que muito pouco sei ou nada sei.
Conhecer as manhas e as manhas,

O sabor das massas e das magas.

E preciso amor para poder pulsar,

E preciso paz para poder sorrir,

E preciso a chuva para poder florir”.

“Penso que cumprir a vida, seja simplesmente
Compreender a marcha, ir tocando em frente,

Como um velho boiadeiro, levando a boiada

Eu vou tocando os dias pela longa estrada, eu vou,
Estrada eu sou”.

“Todo mundo ama um dia, todo mundo chora,

Um dia a gente chega, no outro vai embora,

Cada um de ndés comp0e a sua histoéria, cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz, e ser feliz”.

(Almir Sater)

“De tudo, ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comecando.
A certeza de que precisamos continuar.
A certeza de que seremos
interrompidos antes de terminar.
Portanto devemos:

Fazer da interrupcdo um caminho novo.
Da queda um passo de danca.

Do medo, uma escada.

Do sonho, uma ponte.

Da procura, um encontro.”

(Fernando Sabino)

"Quando alguém encontra seu caminho, precisa ter coragem suficiente para dar
passos errados. As decepcdes, as derrotas, o desanimo séo ferramentas que Deus
utiliza para mostrar a estrada."

(Paulo Coelho)
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RESUMO:

O extrato n-hexano de Calea serrata demonstrou atividade acaricida contra larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e R. sanguineus. A enzima acetilcolinesterase
(AChE), responsavel por hidrolisar a acetilcolina nas sinapses colinérgicas, tem sido
alvo de pesticidas e sua inibicdo pelos organofosforados levam a paralisia e morte
de artropodes. O uso intensivo de acaricidas / inseticidas tem provocado resisténcia
em artropodes, a qual pode estar relacionada com maior atividade de enzimas de
detoxicacdo, como a glutationa-S-transferase (GST). O objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade acaricida do componente isolado do extrato n-hexano, o
precoceno Il, e do 6leo essencial de C. serrata, assim como, determinar a
composicdo quimica do referido 6leo. Com intuito de compreender 0 mecanismo de
acado acaricida do extrato n-hexano de C. serrata, foi investigado o efeito deste
extrato sobre a atividade in vitro da AChE em larvas de R. microplus e em estruturas
cerebrais de ratos Wistar machos, bem como sobre a modulacédo da atividade da
GST em larvas de R. microplus. O 6leo essencial e o precoceno Il, 0 composto
isolado, mostraram atividade larvicida. O 6leo essencial apresentou diferentes
sesquiterpenos em sua constituicdo quimica, além de precoceno Il. O extrato n-
hexano de C. serrata inibiu significativamente a atividade in vitro da AChE em larvas
de R. microplus e em estruturas cerebrais de ratos. O extrato n-hexano de C. serrata
inibiu significativamente a atividade in vitro da GST. Compostos do extrato n-hexano
de C. serrata podem ser potenciais inibidores de AChE e de GST, os quais podem
contribuir para a sua toxicidade para os carrapatos. Considerando que o aumento da
atividade da GST poderia reduzir a eficiéncia de carrapaticidas, € possivel supor que
C. serrata possa ser usada como um adjuvante no controle de R. microplus. Os
resultados obtidos também suportam a possibilidade de que a inibicdo da
acetilcolinesterase seja um possivel mecanismo de acao do extrato n-hexano de C.
serrata.



ABSTRACT:

It has been demonstrated that the n-hexane extract of Calea serrata had acaricidal
activity against larvae of R. microplus and R. sanguineus. Acetylcholinesterase
(AChE), an enzyme that hydrolyses acetylcholine at cholinergic synapses, is a target
for pesticides and its inhibition by organophosphates leads to paralysis and death of
arthropods. Extensive uses of acaricides/inseticides have induced resistance in
arthropods, which can be related to higher activity of detoxification enzymes, such as
glutathione-S-transferase (GST).The aims of the present study were to evaluate the
acaricide activity of isolated constituent of n-hexane extract, the precocene Il, and the
essential oil of C.serrata, in addition to determine the chemical composition of
essential oil. In order to understand the mechanism of the acaricidal action of C.
serrata n-hexane extract, we investigated the effect of this extract on in vitro
anticholinesterase activity of larvae from R. microplus and in brain structures of male
Wistar rats, as well as, we investigated the effect of C. serrata on GST activity of
larvae from R. microplus.The essential oil and the isolated compound, precocene I,
showed larvicidal action. Several sesquiterpenes were detected in the essential oil of
C. serrata. The n-hexane extract significantly inhibited in vitro acetylcholinesterase
activity in R. microplus larvae and rat brain structures. The n-hexane extract of C.
serrata inhibited significantly GST activity. Compounds of n-hexane extract from C.
serrata may be potential inhibitors of AChE and GST, which may contribute to its tick
toxicity. Considering that higher GST activities would reduce the efficiency of the
pesticides, we can also suppose that C. serrata may be at least used as an adjuvant
in tick control. The results support that inhibition of acetylcholinesterase is a possible
mechanism of action of hexane extract at C. serrata.
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades

A pesquisa e o desenvolvimento de novas moléculas representam o
primeiro estagio no caminho da producédo de acaricidas ou de outros produtos
guimicos. Em sua maioria, 0s processos de obtencéo destes produtos ocorrem pela
sintese de novas substancias ou pela extracdo de principios ativos de fontes

naturais.

As plantas medicinais e extratos vegetais representaram, durante séculos,
pelas suas propriedades terapéuticas ou toxicas, a Unica fonte de agentes
terapéuticos tanto para o0 homem como para 0S animais, que pouco se
diferenciavam dos remédios utilizados na medicina popular. No inicio do século XIX
com o desenvolvimento da quimica organica, as plantas passaram a representar a
primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos ou produtos
quimicos, servindo de base para a sintese dos mesmos. Com isso, o arsenal
terapéutico foi alterado significativamente, mas os componentes ativos das plantas
tiveram um papel significativo para o desenvolvimento da farmacologia como

ferramentas para desvendar mecanismos fisiol6gicos.

Nas décadas de 1950 a 1970, logo apos a Il Grande Guerra, ocorreu uma
explosdo no desenvolvimento da sintese organica, sendo o uso das plantas
medicinais substituido pelos produtos quimicos sintéticos. Mesmo assim, parte de
alguns destes ainda permanecem sendo obtidos a partir de matérias primas vegetais

(FREITAS, 2007).



A flora brasileira € riquissima em exemplares que sdo utilizados pela
populacdo humana como plantas medicinais, mas muitas vezes sem o0 devido
respaldo cientifico quanto a eficacia e seguranca. Segundo Farias (2003), a eficacia
€ dada pela comprovacédo, por meio de ensaios farmacoldgicos pré-clinicos e
clinicos, conduzidos dentro de padrbes éticos e cientificos, dos efeitos biologicos
preconizados para esses recursos terapéuticos, sendo que a seguranca €
determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia de efeitos toxicos tanto para

0S animais como para 0 homem.

Os compostos quimicamente ativos responsaveis pela acdo terapéutica
sao denominados “principios ativos”, provenientes principalmente do metabolismo

secundéario das plantas (MARTINS et al., 2003).

O uso da fitoterapia na area das ciéncias veterinarias tem sido um
processo em expansao, sendo que investigacdes sobre o uso de extratos de plantas
para o controle de parasitos como Rhipicephalus (Boophilus) microplus no Brasil e
em outros paises se intensificaram principalmente a partir do fim da década
passada. Ainda que, um grande numero dessas investigacdes tenha provado a
atividade acaricida de alguns extratos de plantas no laboratério, muitos estudos sao
ainda necessarios para permitir o0 seu uso nos animais, validando-os como uma
estratégia de controle. Ao contrario da crenca popular, o uso de plantas medicinais
nao € isento de risco, tendo em vista que além do principio ativo terapéutico, a
mesma planta pode conter outras substancias toéxicas. Por outro lado, a atividade
acaricida demonstrada por algumas plantas tem despertado nos cientistas um

interesse em conhecer seus mecanismos de acéo.



Como os componentes quimicos das plantas, isolados ou interagindo um
com os outros, podem determinar o potencial terapéutico ou téxico, € importante que
as pesquisas direcionadas para avaliar sua atividade biologica, integrem varias
areas do conhecimento, tais como a botanica e a quimica organica, a

farmacognosia, a farmacologia, a bioquimica e a toxicologia.

Muitas espécies vegetais utilizadas na terapéutica ainda sdo obtidas
principalmente por extrativismo, em virtude da falta de informacéo e de dificuldades
encontradas no cultivo. Por outro lado, com a certificacdo da eficacia o processo de
producdo da planta em questdo passa a ser associado a sua protecdo gerando a
construcdo de alternativas econdmicas sustentaveis, as quais evidenciam a
interdependéncia entre a natureza e a cultura. Com isso, contribui-se também com a

conservacgao da biodiversidade.

O uso indiscriminado de acaricidas quimicos tém contribuido para o
aparecimento da resisténcia em R. microplus a mdultiplos produtos, representando
um sério problema ao seu controle. Com isso, a pesquisa envolvendo estudos com
plantas € importante para que a utilizacdo de seus extratos ou a producdo de
carrapaticidas, tenha a sua atividade farmacoldgica comprovada cientificamente e o
seu uso norteado para um controle sustentavel, ou seja, com menos custos, sem
deixar residuos na carne e no leite e sem causarem danos para o ambiente, devido

a caracteristica biodegradavel das plantas.

Com o intuito de aprofundar estudos anteriores sobre a atividade
acaricida de Calea serrata desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO et
al., 2008), foi realizado um estudo fitoquimico do extrato n-hexano e do Oleo

essencial de Calea serrata, assim como a avaliacdo de suas atividades acaricidas



em R. microplus. Com a finalidade de buscar o mecanismo de acao, foi avaliado o
efeito do extrato n-hexano sobre a atividade das enzimas acetilcolinesterase e
glutationa-S-transferase. Com o sentido de ordenar os assuntos abordados, este
trabalho apresenta-se dividido em trés partes: | (Resumo, Abstract, Lista de
Abreviaturas, Introducédo), II: capitulo 1 (Artigol), capitulo 2 (Artigo 2), capitulo 3

(Artigo 3) e Il (Discusséao, Conclusbdes, Perspectivas e Referéncias).

1.2 O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1.2.1 Importancia

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) é um
importante ectoparasito hematéfago, que infesta endemicamente os bovinos nas
regides tropicais e subtropicais do mundo, causando severos prejuizos a pecuaria
de corte e de leite. Estes prejuizos podem alcancar a cifra de dois bilhées de délares
anuais no Brasil (GRISI et al., 2002). Os prejuizos decorrentes do parasitismo dos
bovinos tendem a ser mais expressivos em rebanhos com predominancia de racas
taurinas, as quais sdo marcadamente mais sensiveis ao carrapato que as racas

zebuinas (OLIVEIRA; ALENCAR, 1990; VERISSIMO et al., 2002).

Independente da raca, a infestacdo nos bovinos causa espoliacédo devido
ao seu habito alimentar, além de que, este carrapato € o Unico vetor de Babesia
bovis (Babes, 1888) e B. bigemina (Smith; Kilborne, 1893) e um dos principais de

Anaplasma marginale (Theiler, 1910) (KESSLER e SCHENK, 1998), agentes



responsaveis respectivamente pela babesiose e anaplasmose bovinas, doencas que
compdem o complexo conhecido como “Tristeza Parasitaria Bovina”. O impacto
causado pelo parasitismo dos animais por esse carrapato € demonstrado pela
reducdo na producdo de leite, aumento da mortalidade, reducdo da natalidade,
perda de peso, alto consumo de carrapaticidas, gastos com a compra de produtos
carrapaticidas e com a méo-de-obra para aplicacdo dos produtos nos animais assim

como a perda na qualidade do couro (CATTO, ANDREOTTI e KOLLER, 2010).

1.2.2 Ciclo de Vida de R. microplus

O carrapato R. (B.) microplus € um parasito monoxeno, isto €, desenvolve
todo o seu ciclo biolégico em um Unico hospedeiro (preferentemente os bovinos).
Outras espécies animais podem servir como hospedeiros, entre os quais bufalos,
jumentos, ovinos, caprinos, caes, gatos, porcos, veados, ongas, preguicas, cangurus
e coelhos (ARTHUR, 1960). O seu ciclo de vida pode ser subdividido em duas fases:

a fase de vida livre ou ndo parasitaria e a fase parasitéaria.

Conforme ilustrado na Figura 1, o ciclo de vida de R. microplus apresenta

duas fases que compdem o seu desenvolvimento.



Figura 1 — Ciclo de Vida de R. microplus

Fase parasitdria

oot - s

Fase de vida livre q ‘

Foto: Jaqueling Matias

Fonte: Catto, Andreotti e Koller (2010)

Fase parasitaria:

1- Larva infestante realizando a fixacdo no bovino (recebe denominacéao de
larva parasitica ao se fixar);

2- Ninfa;

3- Femea em estagio final de ingurgitamento (teleégina).

Fase de vida livre:

4- Teledgina logo apés desprendimento, em periodo de postura no solo;
5- Ovos, no solo, em periodo de incubacgéo;

6- Larva, no solo, em periodo de maturagao.




1.2.2.1 Fase Parasitaria

A fase parasitaria ocorre sobre o hospedeiro, onde o carrapato realiza
duas metamorfoses ou mudas. Esta fase inicia-se com a fixacdo da larva infestante
no animal, a qual passa a ser denominada de parasitica (estagio 1, Fig.l).
Inicialmente, a larva parasitica alimenta-se de linfa, seu corpo dilata-se, inicia e
ocorre a primeira metamorfose e passa a ser chamada de metalarva, que apos a
ruptura das paredes do idiossoma libera a ninfa (estagio 2, Fig.1). Neste estagio, o
parasito ja comeca a se alimentar de sangue. A ninfa alimenta-se, sofre outra
metamorfose como metaninfa e, a partir dessa fase, sofre a diferenciacdo sexual,
liberando os adultos. Os machos jovens sdo denominados neandros e ao se
tornarem adultos, de gonandros. Os machos sdo menores que as fémeas e
percorrem o corpo do animal, alimentando-se de sangue e fecundando varias
fémeas. A fémea jovem é denominada de nedgina e quando adquire maturidade
sexual de partendgina. Apés a fecundacéo, a fémea continua seu repasto sanguineo
ingurgitando-se totalmente ao fim do periodo parasitario, quando passa a ser
denominada de teledgina (ao redor do 21° dia) (estagio 3, Fig.1). A telebgina cai no
solo para iniciar a postura. As teledginas chegam a ingerir de 2 a 3 mL de sangue
durante sua vida parasitaria e transformam cerca de 60% de sua massa corporal em
ovos, que em média, chegam a 2.000-3.000 unidades. Foi descrito por Gonzales

(2003) que um grama de ovos gera em torno de 20.000 larvas.

Na Tabela 1, estéo listados os diversos instares e o periodo de tempo em
dias em que ocorrem nos bovinos no primeiro dia, no dia em que sdo mais

frequentes e no ultimo dia.



Tabela 1. Ocorréncia dos diversos estagios e instares parasitarios de Rhipicephalus

microplus em bovinos.

Dia do aparecimento no hospedeiro

Estagio Sexo Instares Primeiro Modal Ultimo
Larval Assexuado Larva 1 1 3
Metalarva 4 4 7
Ninfal Assexuado Ninfa 5 8 11
Metaninfa 9 11 16
Adultos Machos Neandro 12 14 15
Gonandro 15 15 39
Adultos Fémeas Nedgina 13 15 20
Partendgina 16 18 34
Teledgina 18 21/22 35

Fonte: Gonzales et al., 1974.

Na Figura 2, estdo mostradas teledginas agrupadas a pele de bovino.

Figura 2 — Teledginas de R. microplus presas a pele de bovino. Fonte: Catto,
Andreotti e Koller (2010), Foto: Renato Andreotti.




1.2.2.2 Fase de Vida Livre

A fase de vida livre inicia-se quando a fémea ingurgitada de sangue
(teledgina) (estagio 4, Fig.1l) desprende-se do hospedeiro e cai ao solo. Elas
procuram areas protegidas dos raios solares diretos, com temperatura e umidade
favoraveis, para iniciar a postura. Ja no solo, inicia-se o periodo de pré-postura, que
dura entre dois e trés dias. Ao final desse periodo, inicia-se o periodo de postura
(estagio 5, Fig.1), que dura cerca de 15 dias, sendo que no quinto dia de postura &
que ocorre a maior producdo de ovos. Apoés a postura, as teledginas morrem. A
eclosdo das larvas inicia-se ao redor do sétimo dia apds o final do periodo de
postura e completa-se em mais sete dias, quando as larvas tornam-se infestantes.
Em condi¢cbes climaticas favoraveis (umidade relativa do ar maior que 70% e
temperatura de 27 °C), toda a fase de vida livre pode se realizar num periodo total
minimo de 32 dias, sendo este o periodo mais rapido em que se pode concretizar tal
fase. A diminuicdo da temperatura e da umidade dificulta o desenvolvimento, quer
seja atrasando o processo, quer seja esterilizando os ovos e provocando a morte da
teledgina. No entanto, ainda que a larva possa sobreviver por mais de duzentos dias
no meio ambiente, apenas nos primeiros 60 a 90 dias de vida possui forca para
buscar o animal e se estabelecer no seu corpo. Este fato pode e deve ser utilizado
no controle do carrapato, associando-o ao manejo dos campos e dos animais

(GONZALES, 2003).

1.2.3 Controle de R. microplus

1.2.3.1 Histoérico do uso de inseticidas/ acaricidas sintéticos
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Nas décadas de 1950 a 1970, logo apéds a Il Grande Guerra, ocorreu uma
explosdo no desenvolvimento da sintese organica, inclusive de produtos com
atividade acaricida. Nos anos 70, com 0s movimentos ecologistas surgiu uma
preocupacdo mundial com a protecdo ao meio ambiente, 0 que gerou um Serio
guestionamento quanto ao uso dos organoclorados e organofosforados que, além de
causarem enorme impacto ambiental, induziam resisténcia. Percebeu-se que a
natureza possui enorme capacidade de adaptacdo, e num processo de selecéo
natural estava elegendo os especimens mais resistentes e, portanto, trazendo certa
ineficiéncia aos produtos utilizados no controle populacional. No mesmo periodo, o
lancamento do livro "Silent Spring” de Carson (1962) motivou uma mudanca
filosofica que se estendeu ao comportamento dos cientistas, que passaram a
procurar entender melhor o processo de interacdo acaro/ inseto- planta e acaro/
inseto- animal. O efeito dessa nova filosofia de trabalho refletiu-se nas décadas
seguintes, quando novos produtos passaram a ser planejados e sintetizados,
buscando maior seletividade aos insetos/ acaros alvo, procurando preservar 0S
demais animais do mesmo habitat, incluindo predadores naturais dos insetos/ acaros

indesejados (VIEIRA, FERNANDES e ANDREI, 2003).

Até entédo, partia-se do pressuposto que um produto que permanecesse
no ambiente por um longo periodo de tempo seria mais eficaz, na tentativa de afetar
varias geracdes do inseto/ acaro- alvo. Com a mudanca na concepcdo de
preservacdo do meio ambiente, passou-se a acreditar que seria mais racional o
combate direto aos insetos/ acaros no periodo de maior incidéncia e, assim,
minimizar o desenvolvimento de resisténcia e o impacto sobre o ambiente, inclusive

sobre o ser humano. A biodegradabilidade dos produtos passou a ser um requisito
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importante, até fundamental, nas novas avaliacdes e planejamento de produtos com

caracteristicas acaricidas e inseticidas (MARICONI, 1976).

1.2.3.2 Carrapaticidas sintéticos

Atualmente, os carrapaticidas usados no controle de R. microplus ou
interagem em alvos especificos do sistema nervoso (neurotdxicos) ou N0 Processo
bioquimico de sintese de quitina (inibidores do desenvolvimento). No entanto, a
maioria dos carrapaticidas disponiveis comercialmente para uso em bovinos tem
atuacao sobre o sistema nervoso do carrapato, como 0s pertencentes as classes
quimicas dos organofosforados (clorpirifés), piretréides (deltametrina, cipermetrina),
formamidinas (amitraz), fenilpirazois (fipronil), lactonas macrociclicas (avermectinas:
ivermectina, doramectina e milbemicinas: oxima milbemicina) e as espinosinas
(espinosada), tendo como alvo canais ibnicos, receptores de neurotransmissores ou
enzimas (DEKEYSER, 2005). Nos carrapatos, o sistema nervoso € composto por
uma massa nervosa compacta chamada de singanglio (SONENSHINE, 1991). Nos
insetos, ha uma variedade de transmissores e moduladores neurais, no entanto nos
carrapatos alguns destes n&o estdo com suas funcdes bem definidas (LEES e

BOWMAN, 2007).

No Quadro 1 esta descrito a classificacdo dos carrapaticidas de acordo ao
sitio de ac&o primario, no qual se incluiu as bases quimicas e alguns de seus

principios ativos.



12

Quadro 1. Classificacdo dos carrapaticidas pelo sitio de acéo primario e suas bases

quimicas.

SITIO DE ACAO PRIMARIO

GRUPO e/ou SUBGRUPO QUIMICO
Exemplo(s) de Ingrediente(s) Ativo(s)

Inibidores de acetilcolinesterase

ORGANOFOSFORADOS (Clorpirifos)
CARBAMATOS

Moduladores de canais de sodio

PIRETROIDES (Deltametrina,
Cipermetrina)

PIRETRINAS (Piretrina I, Piretrina Il)
CLORADOS (DDT)

Agonistas de receptores de octopamina

FORMAMIDINA (Amitraz)

Antagonistas de canais de cloro
mediados pelo GABA

FENILPIRAZOIS (Fipronil)

Ativadores de canais de cloro

LACTONAS MACROCICLICAS:
AVERMECTINAS (Ilvermectina,
Doramectina)

MILBEMICINAS (Milbemicina oxima)

Agonistas de receptores nicotinicos da
acetilcolina

NICOTINOIDES (Nicotina)
NEONICOTINOIDES (Imidacloprida)

Ativadores alostéricos de
nicotinicos da acetilcolina

receptores

ESPINOSINAS (Espinosade)

Inibidores do complexo da cadeia de
transporte de elétrons na mitocdéndria

ROTENOIDES (Rotenona)

Compostos com modo de acéo
desconhecido

AZADIRACTINA

Inibidores da formacédo de quitina

BENZOILUREIAS (Fluazuron)

Adaptado do Comité Brasileiro de Acdo a Resisténcia a Inseticidas

Disponivel em www.irac-br.org.br

Sistema Colinérgico:

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor excitatério, sendo

considerado como um dos mais importantes do sistema nervoso de insetos. Seus
receptores ocorrem pelo menos de duas formas, nicotinicos (n-AChR) e
muscarinicos (m-AChR) (SATTELLE, 1980; VENTER et al.,, 1988). As juncgbes

neuromusculares dos insetos parecem nao ser colinérgicas, mas utilizam dois outros
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neurotransmissores: L-glutamato (neurotransmissor excitatorio) e acido y-

aminobutirico (GABA) (neurotransmissor inibitério) (LEES e BOWMAN, 2007).

O sistema colinérgico tem sido validado quimicamente nos carrapatos,
sendo um alvo acaricida bona fide, visto que os organofosforados sao potentes
agentes quimicos de controle dos mesmos. A sintese de ACh pela colina
acetilcolinesterase foi demonstrada em larvas e adultos de R. microplus
(SMALLMAN e RIDDLES, 1977). A presenca da ACh no singanglio de carrapatos
foi confirmada em adultos de R. microplus (SMALLMAN e SCHUNTNER, 1972),
assim como a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi demonstrada em
homogenados de larvas (ROULSTON, SCHUNTNER e SCHNITZERLING, 1966) e
no singanglio de adultos de R. microplus (STONE, 1968). H& evidéncias também da
presenca de receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos no singanglio de R.
microplus (TURBERG et al., 1996). Corroborando com isso, enquanto os AChRs de
R. microplus ndo estdo clonados, tem-se os trabalhos de Lees, Woods e Bowman
(2010) e Bissinger et al. (2011), que descreveram receptores muscarinicos e
nicotinicos ao analisar os transcriptomas de  singanglios de Rhipicephalus

sanguineus e Dermacentor variabilis (Acari: Ixodidae) respectivamente.

A AChE cliva a ACh em colina e acido acético (Fig.3), o que ocorre em
duas etapas, primeiro através da acilacdo da enzima, seguida de desacilacdo
envolvendo uma molécula de agua. Quando em contato com um inseticida inibidor
de AChE, esta se torna fosforilada ficando irreversivelmente inativada. Esse
processo acontece no sitio ativo localizado no interior da enzima, denominado triade
catalitica, formado pela serina, histidina e glutamato, sendo covalentemente

fosforilada (SOREQ e SEIDMAN, 2001). Os inseticidas organofosforados e
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carbamatos se ligam a enzima AChE, impedindo que esta hidrolise a acetilcolina. O
acumulo de acetilcolina nas sinapses provoca uma hiperatividade do sistema
nervoso, desencadeando o colapso do mesmo. Até o aparecimento da resisténcia,
os organofosforados foram usados intensamente e com sucesso no controle de R.

microplus (GEORGE, POUND e DAVEY, 2004; GRAF et al., 2004).

Os neonicotindides sdo agonistas da ACh e ligam-se aos receptores
nicotinicos desta, localizados nas células pés-sinapticas (SUCHAIL, DEBRAUWER
e BELZUNCES, 2003). Na realidade, estes produtos mimetizam a agcédo da ACh, pois
se encaixam nos receptores desta na membrana das células pds-sinapticas, abrindo
canais de Na®, mas ao contrario da ACh, que € hidrolisada pela acetilcolinesterase,
esses compostos ndo sdo degradados imediatamente, portanto, 0os impulsos
nervosos sao transmitidos de forma continua, levando a hiperexcitacdo e
posteriormente a um colapso do sistema nervoso. Historicamente, extratos de fumo
contendo nicotina foram usados como acaricidas (MEINKE, 2001). Turberg et al.
(1996) detectaram uma alta afinidade para nicotina [*H] em homogenados de larvas
de R. microplus. A imidacloprida, um neonicotinéide, que possui fraca atividade
carrapaticida, apresenta uma baixa afinidade por receptores nicotinicos em
homogenados de larvas de R. microplus. Mais recentemente, as espinosinas tem
mostrado um atividade efetiva em carrapatos, tendo sua ligacdo em um sitio

diferente da imidacloprida (DAVEY, GEORGE e SNYDER, 2001).
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Figura 3. Esquema da reacao de clivagem da acetilcolina pela acetilcolinesterase.
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Sistema Acido gama-aminobutirico (GABA)

Em artropodes, GABA € o0 neurotransmissor inibitério nas juncdes
neuromusculares e sinapses no sistema nervoso. Um dos principais agentes
quimicos usados no controle de ectoparasitos, especialmente em animais de
companhia, é o Fipronil (grupo quimico dos fenilpirazéis), um antagonista dos canais
de cloro ligados ao GABA (DENNY, 2001; TAYLOR, 2001), demonstrando a
validacdo quimica deste alvo em carrapatos. Evidéncias de um papel para GABA no
singanglio foi encontrado durante a determinacdo dos niveis de aminoécidos livres
nos tecidos de Amblyomma hebraeum (LUCIEN et al., 1995). Recentemente, foi
visto que o Fipronil atua no sistema nervoso de insetos em trés locais alvos com alta
afinidade, inibe receptores de GABA e dois canais de cloro ativados por glutamato

(NARAHASHI et al., 2010; ZHAO e SALGADO, 2010).

Sistema Glutamatérgico
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As avermectinas atuam em canais de cloro ligados ao glutamato (CULLY et al.,
1994; ARENA et al., 1995), abrindo-os irreversivelmente, o que conduz a um influxo
dos ions cloro, hiperpolarizacédo e paralisia (Mounsey et al.,, 2007). Ivermectina,
Abamectina, Doramectina e Eprinomectina, alguns dos principios ativos das
avermectinas, sdo usadas para o controle de R. microplus (TAYLOR, 2001,

GEORGE, POUND e DAVEY, 2004; CID et al., 2010).

Sistema Octopaminérgico

A monoamina biogénica octopamina age como neurohormonio,
neuromodulador e neurotransmissor em varias espécies de invertebrados, porém
nao tem um papel fisiolégico conhecido em vertebrados (ROEDER et al., 1999,
ORCHARD, 1982). De acordo com suas caracteristicas farmacoldgicas, o0s
receptores sao divididos em trés grupos: OAl, OA2A e OA2B. A injecdo de
octopamina em carrapatos preveniu a postura (BOOTH, 1989). Posteriormente,
Kempton et al. (1990) providenciaram evidéncias de um sistema octopaminérgico
em homogenados de singanglio de R. microplus através da atividade da tiramina-3-
hidroxilase, a qual apresenta propriedades semelhantes a dopamina- B-hidroxilase
em mamiferos. Esta enzima esta envolvida com a sintese da octopamina e outras
aminas biogénicas. Receptores de octopamina parecem ser 0s sitios primarios de
acao das formamidinas, como o Amitraz, que ao se ligar em tais receptores, causa
hiperexcitabilidade neural e morte (NATHANSON, 1985). Atividade da monoamina
oxidase também tem sido mostrada em varios tecidos de carrapatos (KAUFMAN e
SLOLEY, 1996), inclusive no singanglio (ATKINSON, BINNINGTON e ROULSTON,

1974).
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Canais de sédio dependentes de voltagem

Inseticidas, como os piretréides e o DDT, agem como moduladores dos
canais de sbdio (Na') das células nervosas do sistema nervoso dos insetos. Os
canais de Na' se abrem no momento da transmissdo sinaptica e se fecham
imediatamente apds a despolarizacdo da célula nervosa. Estes inseticidas, ao se
ligarem & proteina associada ao canal de Na*, mantém os mesmos abertos por um
periodo de tempo mais longo, acarretando em um fluxo maior deste ion para o
interior do ax6nio e alterando, assim, a transmissdo do impulso nervoso. Como
consequéncia, o neurbnio ndo consegue voltar a condicdo de repouso (-70mV) e,
portanto, ocorre um bloqueio na transmissdo sinaptica, gerando o efeito “knock
down” ou de paralisia imediata nos insetos. O DDT interfere tanto nos canais de Na*
abertos como nos fechados; enquanto, os piretroides atuam apenas nos canais de

Na"* abertos (NARAHASHI, 2000; ZLOTKIN, 1999).

Toxicidade dos carrapaticidas na saude animal e humana

Os mecanismos envolvidos na transmissdo sindptica em insetos sao
muito semelhantes aqueles operantes em mamiferos, aves e peixes. Por isso, a
possibilidade de obtencéo de seletividade fisiologica com inseticidas neurotoxicos é
reduzida, pois muitos destes inseticidas sdo toxicos também para organismos nao
alvos, incluindo os seres humanos (FOERSTER, 2002). Por exemplo, o0s
organofosforados podem ocasionar diversos transtornos neuroquimicos,
neurocomportamentais e neuromorfolégicos em mamiferos, podendo se refletir em

desordens neuropsiquiatricas, como alteracdes locomotoras, ansiedade, depressao,
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perda de memoria e déficits de aprendizado (EYER, 1995; SLOTKIN, 1999; SILVA,

SAMARAWICKREMA e WICKREMASINGHE, 2006).

A toxicidade dos carrapaticidas depende das condi¢bes de exposi¢ao, tais
como: dose/concentracdo; duracdo (minuto/ horas) e freqiéncia (aguda, crbnica) de
exposicdo; via de exposicdo; propriedades fisico-quimicas e suscetibilidade

individual (SPINOSA e SCHWARZ, 2008).

Embora os mecanismos de acao toxica geralmente sejam similares na
maioria dos seres vivos, a intensidade e a duracdo dos efeitos deletérios
normalmente variam de acordo com a espécie animal e podem, em parte, ser
atribuidos aos fatores toxicocinéticos, que envolvem os processos de absorcao,
distribuicdo, biotransformacgéo e excrecdo de um organismo vivo. Por outro lado, o
efeito promovido pelo agente toxico, em um determinado animal, esta basicamente
relacionado com a concentracdo do mesmo na biofase, isto €, no sitio de acéo.
(FLORIO e SOUZA, 2008). Assim, o produto para atuar sobre o sistema nervoso
central dos animais e do homem precisa ser absorvido e chegar até a corrente
sanguinea, 0 que requer a sua passagem por Varias barreiras tissulares corporais,

como a epitelial da pele e a hematoencefalica.

Formas, via de aplicacbes e o estado fisico dos carrapaticidas

As vias utilizadas para aplicacdo dos carrapaticidas nos animais sao a
injetavel e a por contato (GONZALES, 2003). Na via injetavel, em geral, utiliza-se a
subcutédnea, mas pode-se utilizar a via intramuscular, o que depende da orientacdo

do fabricante; o produto € absorvido totalmente pelo organismo e distribuido pelo
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sangue a todos os tecidos. Os carrapatos intoxicam-se através da ingestdo do
sangue do animal que assim foi tratado. O desejavel € que o carrapaticida seja
toxico somente ao carrapato e que assim nao prejudique os animais; também que
nao agrida o ambiente nem o homem que ingere a carne, leite e derivados. Os
carrapaticidas aplicados em banhos de asperséo, de imersédo ou sob a forma dorsal
atuam por contato nos carrapatos; em sua maior parte, também s&do absorvidos
pelos animais. A aplicacdo dorsal (pour on) é anunciada como uma forma de
aplicacao carrapaticida em que o principio ativo ndo é absorvido pelos organismos
animais. Nesse caso, se despeja uma pequena por¢ao do carrapaticida, sob a forma
de emulsao, no lombo ou no dorso do animal, a partir do que ocorre uma dispersao
do liquido e um recobrimento das demais partes do corpo. Nessa forma, a gordura
da emulsdo carrapaticida combina-se com as gorduras da pele do animal e, assim,
recobre todo o corpo em um periodo de tempo em torno de trés a cinco dias

(GONZALES, 2003).

Os carrapaticidas utilizaveis em banhos de asperséo ou/e de imersédo sao
apresentados para comercializacdo no estado fisico de concentrado emulsionavel, o
qual ao ser diluido em &agua, forma o estado fisico chamado de “emulsao”

(GONZALES, 2003).

Problemas gerados pelo uso de carrapaticidas sintéticos no controle de R. microplus

O controle de R. microplus pelo uso de produtos quimicos convencionais

tem encontrado dois grandes problemas: o desenvolvimento de resisténcia ao
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principio ativo e a preocupacdo da populacdo e dos 6rgados governamentais com 0s

residuos deixados nos produtos de origem animal, como a carne e o leite.

Ao longo do tempo, diferentes principios ativos tem sido utilizados no
controle de R. microplus (arsenicais, organoclorados, organofosforados, imidinas,
piretréides, lactonas macrociclicas, fenilpirazéis, benzoilfeniluréias e espinosinas).
No entanto, na pratica, o uso incorreto e indiscriminado dos acaricidas tem
acelerado o processo de selecdo de resisténcia a essas diferentes bases quimicas,

possibilitando a ocorréncia de resisténcia multipla ou cruzada (CASIDA, 2009).

A primeira deteccgéo de resisténcia em R. microplus no mundo foi relatada
na Australia em 1937, em seguida na Africa do Sul em 1938, na Argentina em 1947
e no Uruguai em 1950. No Brasil, o Rio Grande do Sul, em 1953, foi o primeiro
estado a relatar casos de resisténcia deste carrapato aos carrapaticidas arsenicais.
Atualmente, no Brasil, ja ha relatos de resisténcia a quase todos 0s grupos quimicos
de carrapaticidas, exceto a benzoilfeniluréia (fluazuron) (CASTRO- JANER et al.,

2010) e espinosinas (JONSSON et al., 2010).

A resisténcia implica no aumento da dose do produto e/ou aplicacdo mais
frequente dos acaricidas, além do uso de misturas indevidas e a substituicdo de um
produto por outro, por vezes de maior toxicidade (FURLONG, MARTINS e PRATA,

2007).

As bases moleculares da resisténcia para acaricidas em artropodes
podem ser resumidas em aumento da expressao de genes ou aumento da atividade

de enzimas envolvidas em metabolismo de xenobidticos/ detoxificadoras; mutacdes
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em neuroreceptores e em canais de sodio (MARTIN et al., 2003; OAKESHOTT et al.,

2003; RUFINGIER et al., 1999).

Resisténcia de R. microplus aos carrapaticidas e as enzimas de detoxicacao

Smirle e Winston (1988) afirmam que o desenvolvimento da resisténcia a
pesticidas relacionam-se diretamente com a acdo de enzimas de detoxificacdo, uma
vez que os pesticidas induzem a atividade dessas. Dentre as principais enzimas
envolvidas na metabolizacdo de pesticidas estdo as citocromos P450
monooxigenases, esterases e glutationa-S- transferases (GST) (LI; SCHULER e

BERENBAUM, 2007).

As citocromos P450 monooxigenases ligam-se aos compostos toxicos
oxidando-os, tornando-os mais sollveis e, portanto, mais faceis de excretar
(HEMINGWAY; FIELD e VONTAS, 2002). As P450 monooxigenases Sao
responsaveis pela detoxificacdo de piretrdides e organofosforados em artropodes,
inclusive em R. microplus (LEE et al., 2002). Em Drosophila, foi verificada que a
superexpressao de dois genes P450 genes, CYP6G1 e CYP12D1 séo responsaveis

pela resisténcia ao DDT, um organoclorado (FESTUCCI- BUSELI et al., 2005).

Mutacdo no sitio ativo da acetilcolinesterase e a superexpressao de
genes de esterases para organofosforados e carbamatos tém sido recentemente
relatados, principalmente em moscas domeésticas (RANSON et al., 2002) e em
outras espécies (CASIDA e QUISTAD, 1998). Existe, ainda, correlacéo de atividade
e expressdo de genes de esterases com a resisténcia a piretréides (DEJERSEY et

al., 1985).
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Em R. microplus, o mecanismo da resisténcia associado com a
detoxicacdo por meio de esterases vem sendo investigado por varios autores. Baxter
and Barker (2002) demonstraram uma relacdo entre a resisténcia a organosforados
e 0 aumento da atividade da AChE em linhagens australianas R. microplus. Jamroz
et al. (2000) mostraram o aumento da atividade da carboxilesterase em uma
linhagem mexicana de R. microplus resistente a piretrdides. Mutacdes pontuais dos
genes de acetilcolinesterase e carboxilesterase foram demonstradas nestes

carrapatos (HERNANDEZ et al., 2000; 2002).

As glutationa S-transferases (GSTs) sdo uma familia multifuncional de
enzimas presentes ubiquamente em organismos aerébicos. A GST é responsavel
pela conjugacéo de xenobioticos eletrofilicos a glutationa, reduzindo sua toxicidade e
permitindo que o sistema de transporte elimine estes conjugados para o0 meio
extracelular (ENAYATI; RANSON e HEMINGWAY, 2005), além de outras funcdes
como protecdo contra estresse oxidativo e o transporte intracelular de proteinas
(LEE et al., 2002; ROSA DE LIMA et al., 2002). Em B. microplus, a GST foi isolada
de larvas (HE et al., 1999) e de glandula salivar (ROSA DE LIMA et al., 2002). Vaz
Jr. et al. (2004) demonstraram o efeito in vitro de diferentes acaricidas sobre a
atividade de uma GST. Altos niveis de expressdo de GST tém sido relacionados a
resisténcia a inseticidas em varios organismos (RUFINGIER et al., 1999), além de
estar associada a reacdes alérgicas mediadas por IgE (O'NEILL; DONOVAN e
BALDO, 1994). Entretanto, ainda ndo foram demonstradas evidéncias
correlacionando a expressdo de GST a resisténcia frente aos acaricidas. Em outros
artropodes, ja foi verificado um aumento de expressao e/ou da atividade de GSTs
(RUFINGIER et al., 1999; ROSA DE LIMA et al., 2002; ENAYATI, RANSON e

HEMINGWAY, 2005), que agem principalmente sobre organoclorados como DDT e
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organofosforados, estes ultimos por duas vias distintas: O-desalquilacdo ou O-
desarilacdo (WEI, CLARK e SYVANEN, 2001). Embora néo se tenha ainda dados
concretos sobre o papel das GSTs na resisténcia a piretréides (ROSARIO- CRUZ,
2009), alguns autores apontam para um papel de sequestro das moléculas do
inseticida ou de metabolizacdo de produtos de peroxidacéo de lipidios causados por

inseticidas (VONTAS et al., 2002).

Alguns estudos tém demonstrado que a reducao da atividade da enzima
GST esta relacionada ao aumento da toxicidade de algumas substancias. Assim, a
inibicdo da GST também pode ser utilizada como uma estratégia para aumentar a
eficiéncia de, por exemplo, substancias como os pesticidas (EL-DEMERDASH,

2011).

1.3 Pesquisa de Plantas para o controle de R. microplus

As plantas, como organismos que co-evoluem com insetos/ 4caros sao
fontes naturais de substancias inseticidas/ acaricidas, jA que estas substancias séao
produzidas e se acumulam no vegetal em resposta a um ataque de herbivoros. Para
se protegerem contra a acdo de herbivoros, as plantas desenvolveram dois
mecanismos de defesa, diretos e indiretos. Os mecanismos diretos envolvem
substancias como a silica, metabdlitos especiais (aleloquimicos), enzimas e
proteinas, além de oOrgdos como tricomas e espinhos que afetam diretamente a
performance de ataque do inseto. Ja os indiretos se devem a acao de substancias
volateis, emitidas pela planta, cuja producéo € induzida mediante ao ataque de uma

praga, atuando na atracdo de predadores ou parasitdides do inseto fitéfago
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(BIRKETT et al.,, 2000, SIMAS et al.,, 2004) . Essas plantas constituem fonte de
compostos secundarios, como alcaldides, terpenos, flavondides e esterdides com
propriedades medicinais comprovadas (DI STASI, 1996). De acordo com Martins et
al. (1998), as plantas medicinais apresentam alta resisténcia a doencas e pragas o
que facilita o seu cultivo em larga escala. Assim, a exploracdo de compostos
secundarios presentes no extrato bruto ou nos Oleos essenciais de plantas podem

ser eficientes no controle de R. microplus.

Pesquisas com plantas para uso no controle de R. microplus tém sido
desenvolvidas para encontrar extratos ou Oleos essenciais com propriedades
acaricidas que possam ser usadas em associacdo ou mesmo como substitutos para
0S compostos sintéticos. Uma vantagem para o uso destes compostos € que a
resisténcia se desenvolve mais lentamente, visto que em geral as plantas possuem
uma mistura de varios agentes ativos com diferentes mecanismos de acgao
(BALANDRIN et al., 1985; CHAGAS et al., 2003; OLIVO et al., 2009). Além disso,
formulacdes feitas com plantas tém seu uso incentivado na agricultura organica ou
podem mesmo ser usadas como auxiliar em sistemas de producdo convencionais

(VIEIRA; CAVALCANTE, 1999; OLIVO et al., 2009).

Na atualidade, as principais plantas das quais foram obtidas substancias
com atividade inseticida pertencem aos géneros Nicotiana (Solanaceae), produtoras
de nicotina e nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Fabaceae),
produtoras de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas e
Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (VIEIRA, FERNANDES e

ANDREI, 2003).
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A azadiractina € o principal componente ativo, com atividade inseticida,
presente em plantas da familia Meliaceae. E considerada, a mais recente substancia
inseticida natural e, a busca de seus analogos em plantas dessa familia, ou mesmo
por sintese quimica € um campo bastante promissor ((VIEIRA, FERNANDES e
ANDREI, 2003). Segundo Schumutterer (1990), os quatro principais compostos com
atividade inseticida presentes nos extratos de folhas e sementes de Neem e
Cinamomo, sdo a azadiractina, a salanina, o meliantriol e nimbim. Destes, o

limonoide azadiractina € considerado o mais potente (MARTINEZ, 2002).

No Brasil, nos ultimos anos, com o crescimento da agricultura orgéanica e
agroecologica, muitas plantas com atividade inseticida vém sendo utilizadas, no
controle de insetos na lavoura e em animais, em substituicAo aos inseticidas
sintéticos. Entre as principais plantas que estdo sendo utilizadas citam-se: a Ruta
graveolens (arruda), Melia azedarach (cinamomo), Annona reticulata (anona),
Piptadenia spp. (angico), Allium sativum (alho), Derris urucu (timbd), Lupinus albus
(tremoco), Eucalyptus spp (eucalipto), Coleus sp. (boldo), Prunus persica
(pessegueiro), Araucaria angustifolia (pinheiro), Cymbopogon citratus (cana-de-
cheiro) e Phytolacca dioica (umbu) (ABREU Jr., 1998; AVANCINI, 1994; BURG e

MAYER, 2001 e GARCIA, 2001), além de outras.

Véarios compostos de produtos naturais vém sendo estudados
principalmente em nivel laboratorial, visando investigar o potencial efeito inseticida e
acaricida dos mesmos (BORGES et al., 2011), mas aguardam estudos mais
profundos, para seus usos tanto para o controle de carrapatos como nos animais

parasitados por estes.
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1. 3.1 O género Calea e seu potencial farmacoldgico

O Brasil € um pais que possui imensa diversidade biolégica, com mais de
10% de todos os organismos descritos na Terra, sendo particularmente rica a sua
flora medicinal. Apesar disso, existe ainda um imenso numero de plantas brasileiras
que permanecem sem quaisquer estudos quimicos ou biologicos, apresentando
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos (BOLZANI et al., 1999;
ALVES et al.,, 2000) ou que sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico
quanto a eficacia e seguranca. Tal potencial serve de incentivo para o estudo com
plantas, visando sua utilizagdo como fonte de recursos terapéuticos, pois o0 reino
vegetal representa, em virtude da pouca quantidade de espécies ainda estudadas,

um vasto celeiro de moléculas a serem descobertas.

Atualmente, varias plantas e seus componentes vém sendo estudados,
entre as quais se destacam as plantas do género Calea L. Este género pertence a
tribo  Heliantheae, familia  Asteraceae (=Compositae); constituido  por
aproximadamente 110 espécies, as quais estdo distribuidas no México e em varios
paises das Américas Central e do Sul (FERREIRA et al., 1980; OBER, URBATSCH
e FISCHER, 1986; PRUSKI e URBATSCH, 1988; KARIS e RYDING, 1994;
YAMADA et al.,, 2004; MARCHETTI et al., 2010; WU et al., 2011). Muitas atividades
bioldgicas ja foram descritas para extratos preparados com plantas deste género,
considerando as suas diferentes espécies. A espécie C. zacatechichi apresenta
atividade antiinflamatéria e leischimanicida;, C. glomerata, vasodilatadora; C.
platylepis, antimicrobiana; C. uniflora, antiparasitaria e antifingica e C. urticifolia,

citotéxica in vitro com indugcdo de apoptose (VENEGAS-FLORES et al., 2002;
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NASCIMENTO et al., 2004a,b; YAMADA et al., 2004; NAKAGAWA et al., 2005; WU

et al., 2011).

Trabalhos de nosso grupo apontam um grande potencial de C. serrata
(RIBEIRO et al.,, 2008) para o controle de carrapatos, como Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e R. sanguineus, ectoparasitos de bovinos e caninos
respectivamente. No entanto, ndo existem trabalhos sobre os seus componentes

quimicos e como eles atuam sobre os carrapatos e mamiferos.

1.3.2 Calea serrata como carrapaticida

A espécie Calea serrata, conhecida pelo nome popular de “erva de

” “

cobra”, “cha amargo” ou “quebra-tudo”, tem ocorréncia natural no sul do Brasil. A
planta é usada em rituais religiosos e popularmente com propdsitos medicinais, para
tratar Ulceras e doencas do figado (SIMOES et al., 1990, VENDRUSCOLO e

MENTZ, 2006).

Estudos fitoquimicos prévios realizados por Steinbeck et al. (1997)
revelaram a presenca de cromenos (eupatoriocromeno e precoceno Il) no extrato
hexano de Calea serrata. Hypericum polyanthemum, pertencente a familia
Hipericaceae (Guttiferae), também apresenta cromenos (benzopiranos) em sua
constituicdo quimica. Varios cromenos tém demonstrado acgdes inseticidas e
acaricidas (CORDELL, 1995). Precoceno Il pode afetar o sistema enddcrino de
insetos, agindo como antagonistas do hormoénio juvenil (BOWERS et al., 1976;
PAMO et al., 2004). A regulacdo enddcrina do ciclo de vida dos insetos € feita

através de horménios como os ecdisteroides (ecdisona e 20-hidroecdisona),
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horménio juvenil e neuropeptideos. Em carrapatos, os ecdisterdides tém um
importante papel na regulacédo enddécrina do seu desenvolvimento e reproducao. No
entanto, em carrapatos ndo esta comprovada a ocorréncia do hormoénio juvenil ou de
moléculas que se assemelhem aos mesmos (NEESE et al.,, 2000). Assim, outros

mecanismos de acao devem ser investigados.

Existem varias estratégias para determinar a atividade de produtos
naturais e fazer o isolamento das substancias ativas presentes. Pode-se iniciar com
extratos brutos da planta, preparados com solventes como hexano, diclorometano,
acetato de etila, metanol e 4gua. Posteriormente os extratos ativos sao fracionados
por cromatografia e as fracdes obtidas sdo testadas, repetindo-se o processo até

obtencao da(s) substancia(s) ativa(s) (VIEIRA, FERNANDES e ANDREI, 2003).

No caso dos 0leos volateis, para se obter os seus constituintes quimicos,
0 método mais usado é o de arraste em vapor de agua. Os 6leos volateis possuem
tensdo de vapor mais elevada que a agua, sendo, por isso, arrastados pelo vapor
d’agua. Em pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger para realizar a
separacéo 6leo/ agua. O 6leo volatil obtido, ap6s separar-se da agua, deve ser seco
com sulfato de sodio anidro, por exemplo. Este procedimento, embora classico, pode
levar a formacdo de artefatos em funcdo da temperatura empregada.
Preferencialmente, este método € utilizado para extrair 0leos de plantas frescas
(SIMOES e SPITZER, 2003). Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis é
constituida de derivados fenilpropandides ou de terpenos, sendo que estes ultimos

preponderam (SIMOES e SPITZER, 2003).
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1.3.2.1 Estudos de validagéo de plantas medicinais com atividade carrapaticida

A etapa de validacdo de uma planta envolve varios testes que visam
confirmar a sua eficacia e determinar a seguranca de sua utilizacdo em organismos
vivos. Os testes de eficacia podem ser realizados in vitro e in vivo. Os testes de
margem de seguranca sdo normalmente realizados em animais de laboratério e

visam determinar os efeitos da administracdo da planta em organismos animais.

Testes de eficacia in vitro

Estes testes servem como uma indicacdo inicial da atividade que esta
sendo pesquisada e, quando utilizados no inicio de uma triagem, permitem
selecionar as plantas que apresentam melhores resultados, diminuindo gastos,

evitando perda de tempo e uso indiscriminado de animais de experimentacao.

Para determinacdo do potencial carrapaticida de plantas podem ser
realizados os testes in vitro usando teledginas, ovos ou larvas. No caso das larvas,
dentre os testes in vitro para identificar atividade carrapaticida, pode ser realizado o

teste de imersao preconizado por Fiedler (1968) e Ribeiro et al. (2008).
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

- O objetivo geral deste trabalho é estudar a atividade acaricida de Calea serrata

utilizando o carrapato Rhipicephalus microplus como modelo.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Estudar os componentes quimicos do 6leo essencial de Calea serrata.

- Analisar a atividade larvicida do precoceno Il, componente majoritario do extrato n-

hexano e do 6leo essencial de Calea serrata.

- Avaliar o efeito in vitro do extrato n- hexano de Calea serrata sobre a atividade da

enzima acetilcolinesterase de larvas de R. microplus.

- Avaliar o efeito in vitro do extrato n- hexano de C. serrata sobre a atividade da

enzima glutationa-S-transferase de larvas de R. microplus.

- Estudar o efeito in vitro do extrato n- hexano de C. serrata sobre a atividade da

acetilcolinesterase em estruturas cerebrais de ratos Wistar.
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Calen serrata Less. [ Asteraceae), an endemic species of south Brazil known as “gquebra-tudo”,
is used in Afro-Brazilian religious rituals and in folk medicine for treating liver disorders.
Phytochemical studies of the n-hexane extract of this plant demonstrated the presence of
precocene [I, a benzopyran derivative known for its insecticidal activity. The aim of this
work was to isolate this benzopyran and determine the chemical compaosition of the essen-

ig:f::; tial oil of C serrata and further to evaluate the acaricidal activity of the essential oil and
Calea serrata precocene [l against the larvae of Rhipicephalus ( Boophilus) microplus. The LCaq 3 and LCsq val-
Essential oil ues obtained with the oil, which presents precocene Il and sesquiterpenes, were 3.94 plymL
Precocene Il and 0.28 pL/mL, respectively. For precocene [l this values were 4.25 mgfmLand 1.78 mg/mlL,

respectively. The results indicate a synergistic interaction between the components of the
oil and precocene I1.

Rhipicephalus { Boophilus) micropius

© 2011 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

The cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
[Canestrini, 1887) is a one-host tick that occurs in trop-
ical and subtropical regions of the world and constitutes
a major problem for the cattle industry. It causes severe
economic losses by blood loss, reduction in weight gain,
direct damage to cattle skin by the tick bite, diminish-
ing the value of skins and hides for the manufacture of
leather, and also serving as a vector of infectious dis-
ease such as bovine babesiosis and anaplasmosis (Jongejan
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and Uilenberg, 2004; Castro-Janer et al., 2009; Reck et al.,
2009).

Traditional control methods are based on the use of aca-
ricides such as organophosphates, synthetic pyrethroids,
amitraz and ivermectin. However, these chemical sub-
stances have been only partially successful due to the
cost, environmental pollution and development of aca-
ricide resistance (Klafke et al., 2010). Thus, there is an
increasing interest in alternative anti-tick products and or
strategies. Natural products are being investigated for the
acaricidal effect. Among them, plant extracts and essen-
tial oils have shown activity against diverse stages of some
species of ticks such as Ixodes ricinus and R. microplus (lori
et al., 2005; Apel et al., 2009; Ribeiro et al., 2010; Rosado-
Aguilar et al,, 2010).

Calea serrata Less. (Asteraceae), an endemic south-
ern Brazilian species, is known by the vernacular names
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‘erva-de-cobra’ (‘snake herb’). ‘chai-amargo’ (‘bitter tea’)
or ‘guebra-tudo’ (‘breaks everything'). The plant is used
in Afro-Brazilian religious rituals in southern Brazil and as
a tea for treating ulcers and liver diseases (Simdes et al.,
1990; Marodin and Baptista, 2001; Garletand Irgang, 2001;
Vendruscolo and Mentz, 2006). This plant was previously
analyzed showing the presence of chromenes (eupatori-
ochromene and precocene II) as the main compounds in
the lipophilic extract (Steinbeck et al., 1997).

Chromenes are benzopyran derivatives that represent a
class of natural products with interesting biological prop-
erties. Several experiments have revealed the insecticidal
effect of these compounds and some of them also have been
shown acaricidal activity (Okunade, 2002; Ribeiro et al.,
2007). Compounds from this class were found in the essen-
tial oil of Ageratum houstonianum (Asteraceae) flowers,
which presented acaricidal effect on Rhipicephalus lunula-
tus ticks. The toxicity was attributed to the chromenes or
to a synergistic interaction between these components and
other constituents of the essential oil (Pamo et al., 2004,
2005).Ina previous study, the n-hexane extract of C. serrata
demonstrated activity against engorged females and larvae
of R. microplus and Rhipicephalus sanguineus, and accord-
ing to the authors, this effect could be attributed to the
chromenes found in the plant (Ribeiro et al., 2008).

Since the essential oil of C. serrata was not formerly ana-
lyzed, the aim of this work was to determine the chemical
composition and to evaluate the acaricidal activity of this
essential oil. In order to verify if precocene 11, the main
component of the n-hexane extract, is responsible for the
acaricidal activity previously determined, the compound
was isolated from the plant, identified by spectroscopic
means and tested against the larvae of R. microplus.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Aerial parts (leaves and stems) of C. serrata were col-
lected in Morro Santana, Porto Alegre, in January 2010.
The plant was identified by 5. Bordignon (Departamento de
Botdnica, Unilasalle) and a voucher specimen (ICN 124883)
was deposited in the herbarium of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (ICN).

2.2. Essential oil

The essential oil was obtained from 100 g of fresh leaves
of the plant by hydrodistillation using a Clevenger-type
apparatus, for 4 h. The essential oil was taken up in diethyl
ether, dried over sodium sulphate and stored in amber-
colored vials at (+4°C) until analysis.

2.3. Analysis by GC and GGMS

The oil was analyzed by GC and GC/MS, using a chro-
matograph (Shimadzu GC-17A) equipped with a fused
silica capillary column (30m, 0.25mm, 0.25pm, coated
with DB-5). The temperature was programmed from 60
to 300°C at 3°C/min. Injector and detector temperatures
were set at 220 and 250°C, respectively. The GC appara-

tus was equipped with a flame ionization detector, while
the GC/MS analysis had a quadrupole MS system (QF 5000)
operating at 70 eV and mass range 40-400 amu. The rela-
tive composition of the oils was obtained from electronic
integration, without taking into account relative response
factors. The identification of compounds was based on a
comparison of retention indices (determined relative to the
retention times of n-alkanes homologous series) and mass
spectra with those of authentic samples, data from NIST
GS-MS library and with the literature (Adams, 2001; Apel
et al., 2009).

2.4, Extraction and isolation of precocene Il

Air dried and powdered plant material (100g) was
extracted by maceration for three times (48 h) with n-
hexane. The combined extracts were evaporated to dryness
in vacuum at 40°C, treated with acetone and subsequently
filtered, evaporated and gave an extract rich in chromenes
and free of epicuticular waxes and other acetone insolu-
ble compounds. Precocene 1l was isolated from this extract
by column chromatography using silica gel 60 (Merck)
and n-hexane:dichloromethane, in increasing polarities,
obtaining some fractions rich in precocene Il. The com-
pound was purified by preparative TLC (20cm = 20 cm
plates coated with 0.5 mm layer of silica gel 60 Fzs2 Merck)
using n-hexane: dichloromethane (1:1) and identified by
NMR (400 MHz for 'H and 100 MHz for '*C), in CDCl3, using
the solvent as internal standard.

2.5. Preparation of the samples for acaricidal tests

The acaricidal activity was determined by the larval
immersion test (LIT) (Ribeiro et al., 2007 ). Precocene Il and
the essential oil of C. serrata were dissolved and serially
diluted in ethanol (20-0.078 pL/mL for the essential oil and
10-0.078 mg/mL for precocene II).

2.6. Preparation of ticks

The Mozo strain used as susceptible reference strain
was provided by IPVDF (Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor). Engorged females R. microplus were
collected from infested animals, washed with water and
dried in paper toweling. The average weight of engorging
ticks was 0.30 g. These females were incubated at 27-28°C
and 70-80% relative humidity for ca. two weeks until the
egg laying. These eggs provided the larvae used for LIT.

2.7. Larval immersion test (LIT)

The LIT was conducted by placing approximately
200 embryonated eggs (0.01g) into bags made of TNT
(tissue-non-tissue) fabric (1.0cm = 1.5 cm). The bags were
incubated at 27-28°C and 70-80% relative humidity for
ca. 14 days, until the eggs started to hatch. After another
14days the bags containing the larvae ready for testing
were immersed for 5min in 10-20mL of the test solu-
tions. Ethanol and amitraz (2 pLfmL in water) were used
as negative and positive controls, respectively. Afterca. 1h
to allow the solvents to evaporate, the bags were incubated
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Table 1 Table 3
Compounds identified in the essential oil from C serrata. ( serrata essential oil and precocene Il lethal concentrations 999 and 50
obtained by LT for R. micoplus.
IK Constituents 4 K Constituents x
1334 3-Elemene 14 1480 (ons-B-Guaiene 45 Samples s (Max-min) LCm (Max-min)
1378 «-Copaene 08 1504 Notidentified 09 Essential oil (plymL)  3.94 401-382 028 0279-0278
1400  B-Caryophyllene 50 1506 &-Cadinene 21 Precocene Il (mg/mL) 425  440-406 178 187-165
1435  a-Humulene 15 1542 CGermacrene B 1.6
1442  Seichelene 09 1567 Spathulenol 07
::g‘é EES”;'I‘_EC'E“E D ‘350-3 :g;g ft’ﬂb“'f"] ] g; of LCag0 and LCsp were 4.25 and 1.78 mg/mL, respectively
) Iinene A =Niuurodo . T s s .
1450 e Selinene 04 1641 o Muurolol 05 (Table 3], The se_nstblhty of the strain was determined WL_th
1479 Bicyclogermacrene 7.4 1649  o-Cadinol 1.0 a solution of amitraz (2 p.LymL) which presented mortality
1484  a-Muurolene 06 1657 Precocene Il 206 of 90.50%. Ethanol, used as negative control, was not toxic

at27-28°C and 70-80% relative humidity for 24 h and then
larvae (alive and dead) were counted to assess percent mor-
tality. Each treatment was performed in triplicate and the
experiment was repeated three times.

2.8. Statistical analyses

ANOVA was performed using SPSS version 1.0 software
to evaluate the significance of the data (Tukey test with
p =0.05). LC5g and LCqg g were determined by linear regres-
sion.

3. Results

The yield of essential oil was 0.10% (w/v) based on
fresh weight. The composition of the oil extracted from C
serrata leaves, together with the relative retention index
and percentage of the identified compounds, are summa-
rized in Table 1. Eighteen compounds, comprising 99.1% of
the oil, were identified. The oil was characterized by the
presence of sesquiterpenes and the benzopyran derivative
precocene II. No monoterpenes were detected. Precocene Il
was identified as the major compound, representing 29.6%
of the oil, followed by the sesquiterpene hydrocarbons
germacrene D (26.4%), B-selinene (10.0%) and bicycloger-
macrene (7.4%).

On the LIT, the concentrations of 20.0, 10.0 and
5.0 pL/mL of the oil killed all larvae (Table 2). The LCag g and
LCsp, determined by linear regression analysis, were 3.94
and 0.28 pLjmL, respectively. On the tests carried out with
the isolated compound, precocene II, the calculated values

Table 2
Effect of treatments by C_sarata essential oil and precocene 1l on the larvae
of . micropius.

Essential oil Precocene 1

Dose (pl/mL)  Mortalities Dose (mg/ml)  Mortalities
20 100,002 - -

10 100,002 10 100.00 + 0.002
5 100.00° 5 0033+ 0042
25 0567 +4.19° 25 BOG7 £5.012
125 86.00+ B 497 125 43331+0.47°
0.625 56.67 £4.71° 0.625 60,00+ 8.16°
0312 G0.00% 0312 267 +£1.25°
0.156 66747199 0156 267 £1.25°
0.078 2167 + 6244 0.078 1.33+1.25¢

Values represent means + standart deviations (50), and different letters
indicate significant differences at p = 0.05 (Tukey test). Amitraz (2 pLimL)
% mortality + 5D was 9050 + 6507,

to the larvae.

4. Discussion

Among the ca. 100 species of the genus Calea, only Calea
clematidea was previously studied for the essential oil con-
tent. The leaves of this plant yielded 1.6% of essential oil
which presented a high content (ca. 70%) of clemateol, a
natural epoxy terpenocid, and minor amounts of other sub-
stances. The essential oils of both plants are quite different
having in common only the sesquiterpenes germacrene B
and spathulenol (Flach et al., 2002).

Once the essential oil was more active than the pre-
cocene II, the acaricidal effect of the former could be
attributed to a synergistic interaction of its components. In
fact, other samples containing the same terpenoids present
in the C serrata essential oil have demonstrated activity
against R. microplus (Birkett et al., 2008) and other Acari
such as Psoroptes cuniculi, the rabbit ear mite (Macchioni
et al., 2006).

Previous work carried out by Ribeiro et al. (2008)
showed that the hexane extract of C serrata was less effec-
tive against the larvae of R. micoplus in the LIT when
compared to the results of the tests carried out with the iso-
lated precocene I1. The hexane extract at the concentration
of 1.56 mg/mL did not show any toxic effect to the larvae,
while in this work, precocene 11 killed approximately 50%
of the larvae in this concentration, demonstrating to be
the active compound of the hexane extract. On the other
hand, the essential oil of C. serrata containing almost 30%
of precocene 11 was more active in the LIT than the isolated
precocene Il Thus, the acaricidal activity of the essential
oil can be attributed to a synergistic effect of precocene 11
and the sesquiterpenes present in the oil. It worthwhile to
comment that the doses of 1.25 pL/mL of the essential oil
and 2.5 mg/mL of precocene 11 did not differ statistically of
amitraz used as positive control.

Although the antijuvenile hormonal activity of the
insects caused by precocenes is well established (Bowers
et al., 1976), their acaricidal activity has not been
elucidated. Some experiments have demonstrated that
precocenes interfere with tick oviposition, development
and reproduction (Pound and Oliver, 1979; Connat, 1988;
Taylor et al., 1992 ). Until now it has not been clarified if, like
insects, ticks have juvenile hormones. Mevertheless, apart
from this question, another mechanism is responsible for
the observed action since tick larvae, which are phenologi-
cally beyond the action of the molting or juvenile hormone
mimics, were used in the experiments.
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It is suggested that the mechanism of action of the
formamidine acaricides, such as amitraz, is due to effects
on motor function in consequence of inhibitory effects on
MAO activity, most probably through the increases pro-
duced on catecholamine levels within the central nervous
system (Florio et al, 1993). Extracts and isolated ben-
zopyrans of Hypericum polyanthemum that presented MAC
inhibitory activity described (Gnerre et al., 2001) showed
acaricidal activity on larvae of R. micoplus (Ribeiro et al.,
2007; Hass, 2010). Thus, this effect observed with the
essential oil of C. serrata containing precocene Il (and the
isolated precocene II) could be attributed to a possible MAC
inhibitory activity.

In spite of the results obtained in this work, further
investigations still need to be carried out on the toxicity of
the plant and especially on the precocene, which have been
shown to cause hepatotoxicity in rats (Hammond et al.,
1995; Okunade, 2002). This is an important factor bear-
ing in mind the human health hazard in field applications
of precocene as large-scale acaricidal agents. Besides that,
attempts to evaluate penetration and cutaneous absorption
of the oil components should be done, mainly considering
that the bulk of the cattle breeding is destined to the manu-
facture of meat and dairy products for human consumption.

5. Conclusion

The essential oil and the isolated precocene II from
C. serrata demonstrated to be toxic to the larvae of R
microplus. Further studies will be conducted in order to
determine their mechanism of action. According to these
results it can be concluded that the essential oil is more
active than precocene I, and this isolated compound is,
therefore, not the only active component in the essential
oil. Additional studies will be conducted in order to iden-
tify the active compounds and their effects on other life
stages of ticks.
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Acetylcholinesterase (AChE), an enzyme that hydrolyses acetylcholine (ACh) at choliner-
gic synapses, is a target for pesticides and its inhibition by organophosphates leads to
paralysis and death of arthropods. It has been demonstrated that the n-hexane extract
of Calea serrata had acaricidal activity against larvae of Rhipicephalus (Boophilus) microplus
and Rhipicephalus sanguineus. The aim of the present study was to understand the mech-
anism of the acaricidal action of C. serrata n-hexane extract are specifically to investigate
the in vitro anticholinesterase activity on larvae of R. microplus and in brain structures of
male Wistar rats. The n-hexane extract significantly inhibited in vitro acetylcholinesterase
activity in R. microplus larvae and rat brain structures. The results confirm that inhibition
of acetylcholinesterase is a possible mechanism of action of hexane extract at C. serrata.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.,

1. Introduction

The cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1887) is a hematophagous parasite that con-
stitutes a major barrier to economic production of beef
and dairy cattle. This tick is the vector of several diseases,
such as bovine babesiosis and anaplasmosis. These diseases
potentially cause morbidity in cattle, leading to economic
losses in tropical and subtropical countries. This tick

* Corresponding author at: Departamento de Farmacologia, Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500 sala 202,
90050-170 Porto Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 3308 3121;
fax: +5551 3308 3121.

E-mail addresses: ionara@ufrgs.br, 0001643 1@ufrgs.br (LR. Siqueira).

0304-4017/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2012.04.033

species is responsible for annual losses of 2 billion dollars
in Brazil (Grisi et al., 2002).

Traditional control methods, using chemical acaricides
such as organophosphates, formamidines, pyrethroids and
phenylpyrazoles, have been only partially successful due
to resistance problems (Castro-Janer et al., 2010), use of
chemicals lead to residues in animal products (meat and
milk) and environmental pollution. However, alternative
acaricides and strategies have been investigated, including
secondary metabolites found in plants as potential sources
for arthropod control products (Isman, 2006).

Recently, we demonstrated the acaricidal activity of
Calea serrata Less. (Asteraceae) (Ribeiro et al., 2008, 2011).
This plant species, known in Southern Brazil as “grass
snake”, “bitter tea” or “breaks everything”, is used in Afro-
Brazilian religious rituals and in folk medicine to treat
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ulcers and liver diseases (Simoes et al., 1990; Vendruscolo
and Mentz, 2006). The n-hexane extract of C. serrata
demonstrated activity against larvae of R. microplus and
Rhipicephalus sanguineus (Ribeiro et al., 2008). However, it
isimportant to understand the mechanism of the acaricidal
action of this extract.

Previous phytochemical studies carried out by
Steinbeck et al. (1997) revealed the presence of chromenes
(eupatoriocromene and precocene II) in the n-hexane
extract of this plant. Several chromenes are known to
have insecticidal and acaricidal actions (Addor, 1994).
Precocene Il can affect the endocrine system of insects,
acting as antagonists of juvenile hormone (Bowers et al.,
1976; Pamo et al., 2004). The endocrine regulation of the
life cycle of insects is based on ecdysteroids (ecdysone and
20-hydroxyecdysone), juvenile hormone, and a myriad of
neurosecretory peptide hormones. The ecdysteroids have
an important role in endocrine regulation of development
and reproduction in ticks (Rees, 2004; Seixas et al., 2010),
although the occurrence of juvenile hormone or juvenile
hormone-like molecules nowadays is not clear in tick
species (Neese et al., 2000).

Esterases, a group of multifunctional enzymes, are
related to several physiological activities, such as reg-
ulation of juvenile hormone levels, digestive processes,
reproductive behavior and nervous system functions
(Galego et al., 2006). Carbamate and organophosphate
compounds have the same mechanism of action, based on
the inhibition of acetylcholinesterase (AChE)in the nervous
system. Their inhibitory action oninsect AChE function pro-
longs the neural excitation caused by the neurotransmitter
acetylcholine leading to neuromuscular paralysis (Lees and
Bowman, 2007) and death (Tan et al., 2011). AChE activity
has been demonstrated in homogenates from R. microplus
larvae (Roulston et al., 1966). Baffi et al. (2007) described
different expression patterns of esterases in the develop-
ment stages of R. microplus. Three enzymes, called EST-1,
EST-2 and EST-5, occurred in larvae and were classified as
AChEs based on assays with inhibitors.

The aim of this study was to determine the effect of the
n-hexane extract of C. serrata on AChE activity in larvae R.
microplus as well as in the brain structures, frontal cortex,
striatum and hippocampus of Wistar rats.

2. Materials and methods

2.1. Plant material and preparation of the n-hexane
extract

Plant material of C. serrata (leaves and stems) was
collected in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, in
December 2009 and January 2010. The plant was identified
by Sérgio Bordignon (Departamento de Botdnica, Centro
Universitdrio La Salle). The voucher specimen (ICN 124883)
was deposited in the Herbarium of the Universidade Fed-
eral do Rio Grande do Sul.

Air dried and powdered plant material (200g) was
processed by maceration with n-hexane [1:10 (w/v)].
Solvent exchanges were performed until the material
become colorless. The extract was then evaporated to dry-
ness under reduced pressure, treated with acetone and

subsequently filtered and evaporated, resulting an extract
rich in chromenes and free of epicuticular waxes and other
undesirable compounds. The n-hexane extract of C. serrata
was thoroughly solubilized in ethanol (90%) and final con-
centrations of 1.5, 3 and 6 mg/mL were obtained. Previous
studies demonstrated that ethanol at the final concentra-
tion employed did not induce lethality in the larvae of R.
microplus (Gongalves et al., 2007).

2.2. Ticks

R. microplus ticks of a susceptible reference strain
(Mozzo strain) were provided by Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor. Engorged females of R.
microplus were collected from infested cattle, washed with
water and dried in paper towel. These females were incu-
bated at 27°C and 70-80% relative humidity for 14 days to
obtain eggs. For assays, 10-day-old larval ticks were used.

2.3. Invitro AChE activity from larvae of ticks

Pools of 100mg of R. microplus larvae were homoge-
nized in 10 volumes (1:10) of ice-cold 50 mM phosphate
buffer (pH 7.0) containing 0.5% Triton-X 100, and
homogenate was centrifuged at 2500 x g for 10 min at
4°C. The resulting supernatants were used as the enzyme
source. AChE activity was determined by slight modifi-
cations of the colorimetric method described by Ellman
etal.(1961)and Baxter et al. (1999) using acetylthiocholine
iodide (ATChI, 1 mM) as substrate. The n-hexane extract
of C. serrata (final concentrations 1.5, 3 and 6 mg/mL) was
incubated at 25°C for 60min with the enzyme source.
Absorbance was measured at 412nm, and AChE activity
was estimated through differences in dA/min. Each sample
was assayed in triplicate.

24. Rats

Male Wistar rats at 3-4 months of age were obtained
from Reproduction and Experimental Animal Center
(CREAL, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS) and maintained under controlled light and
environmental conditions (12h light/12h dark cycle at
22 +2°C), with food and water ad libitum, in Biotério Seto-
rial of the Departamento de Farmacologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Satide, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Procedures were per-
formed in accordance with the NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals and Local Ethics Commit-
tee approved all handling and experimental conditions. In
addition, all efforts were made to minimize animal suf-
fering and the number of animals needed in this work.
We used the brain structures of the same animals in all
tested concentrations in an attempt to maximize the data
obtained from an individual animal in compliance with
ethical principles.

2.5. In vitro ACKE activity from brain structures of rats

Rats were decapitated and the brain was quickly
removed, placed on an ice-cold plate and washed with
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2.6. Statistical analysis

The results were expressed as median (25th/75th
of percentiles) values. The pattern of distribution was
assessed before statistical testing. Kruskal-Wallis followed
by Dunn’s multiple comparison test was employed. Signif-
icance was assumed as P<0.05.

3. Results

The effect of C. serrata n-hexane extract on AChE activ-
ity is shown in Figs. 1 and 2. The results revealed that this
extract significantly reduced AChE activity. The inhibition
was significant at 1.5, 3 and 6 mg/mL to larvae R. microplus
when compared to control group (Fig. 1; H(4)=20.870,
P=0.0001; Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post
hoc). In addition, 3 and 6 mg/mL C. serrata n-hexane extract
significant reduced AChE activity in homogenated brain
areas of Wistar rats, namely frontal cortex, striatum and
hippocampus (Fig. 2A, H(3)=18.250, P<0.001; Fig. 2B,
H(3)=14.150, P=0.0027; Fig. 2C, H(3)=15.009, P=0.002,
respectively; Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post
hoc). Although 1.5 mg/mL C. serrata n-hexane extract did
not significantly inhibit AChE activity in brain areas, dif-
ferently from R. microplus larvae, a similar profile was
observed.

Fig. 2. Effect of n-hexane extract (1.5, 3 and 6 mg/mL) of Calea serrata in
brain structures of rats: (A) frontal cortex, (B) striatum and (C) hippocam-
pus. AChE activity reduction (as percentage of the control group) after
60 min of incubation. The results were expressed as median, 25th per-
centile, 75th percentile, minimum and maximum values. Kruskal-Wallis
followed by Dunn test; *values significantly different from corresponding
control group; *P<0.05, **P<0.01.

4. Discussion

Our results indicated that the n-hexane extract of
C. serrata possess inhibitory activities against AChE. The
cholinergic system has been recognized as a target for
acaricides since organophosphates are potent tick control
agents (Lees and Bowman, 2007). Our data suggest that the
n-hexane extract of C. serrata acts as an AChE inhibitor.

The AChE inhibition in the larvae of this tick was signifi-
cant at all three concentrations tested (1.5, 3 and 6 mg/mL).
The data obtained in this work could explain, at least in
part, results obtained by Ribeiro et al. (2008), where the
acaricidal activity on larvae of R. microplus was tested in
similar concentrations. The n-hexane extract of C. serrata
induced 80% and 100% of lethality of R. microplus at concen-
trations of 3.12 and 6.25 mg/mL, respectively, in the larval
immersion test (LIT), while 1.56 mg/mL did not exhibit
any activity (Ribeiro et al., 2008). Although in vitro AChE
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inhibition occurred at the concentration of 1.5 mg/mL, such
concentration could not be sufficient to kill R. microplus lar-
vae in in vivo bioassay. The authors hypothesized that the
extract toxicity was associated with the presence of pre-
cocene II, the major component of the extract, this was
revealed first in C. serrata lipophilic extract by Steinbeck
et al. (1997). In the LIT carried out with the isolated pre-
cocene I, this compound killed approximately 50% of the
larvae at the concentration of 1.56 mg/mL (Ribeiro et al.,
2011). On the other hand, the essential oil of C. serrata
containing approximately 30% precocene 1II, which was
more active in the LIT than the purified precocene II
Thus, the acaricidal activity of the essential oil may be a
result of a synergistic effect of precocene Il and other com-
pounds, such as the sesquiterpenes, that are present in the
oil (Ribeiro et al., 2011).

Sesquiterpene hydrocarbons were detected in this
essential oil, including germacrene D (26.4%), 3-selinene
(10.0%) and bicyclogermacrene (7.4%) (Ribeiro et al., 2011).
Previous studies have shown that monoterpenes and
sesquiterpenes can act as cholinesterase inhibitors (Loizzo
etal., 2008, 2010).

Savelev et al. (2003) described a complex interaction
between terpenoid constituents of Salvia lavandulaefolia,
which can be either synergistic or antagonistic interac-
tions when tested against on AChE activity. The authors
suggested that these interactions differ depending on
absolute concentrations as well as ratios between the
agents. It is important to note that germacrene D has
demonstrated larvicidal activity against Aedes aegypti and
Anopheles stephensi (Kiran et al., 2006). Besides, Bruce
et al. (2005) observed that germacrene at the levels found
within the oil of Hemizygia petiolata inhibited the aphid
alarm pheromone activity in both Acyrthosiphon pisum
and Myzus persicae. In addition, the essential oil of Salvia
chionantha demonstrated mild acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase inhibitory activity (Tel et al., 2010)
and germacrene D was found to be the major compound
in the essential oil of this plant species (Bagci and Kogak,
2008).

Interestingly, cholinesterase inhibition is a mechanism
of action of organophosphorus compounds, these can lead
to intoxication characterized by physical and neurobehav-
ioral symptoms, such as depression, anxiety, and cognitive
impairments (Salvi et al., 2003). Organophosphorus com-
pounds irreversibly central and peripherally inhibit AChE
activity resulting in stimulation of cholinergic synapses
(Carr et al.,, 2001). Considering that C. serrata n-hexane
extract inhibited in vitro AChE of all tested brain areas
from Wistar rats, we can suggest cholinergic side-effects
of this extract and its consequently toxicity in mammals.
Although in vivo studies of C. serrata n-hexane extract or
their individual compounds are necessary in order to con-
firm the mammal toxicity, since processes of absorption
may interfere on xenobiotic effects. On the other hand,
inhibition of AChE is an important approach in the man-
agement for Alzheimer’s disease, senile dementia, ataxia,
myasthenia gravis and Parkinson’s disease (Brenner, 2000;
Rahman and Choudhary, 2001). Accordingly, the discovery
of newmolecules from plants can be a potential therapeutic
strategy for the prevention and treatment of AD.

To the best of our knowledge, we herein report the first
findings on cholinesterase inhibitory activity of C. serrata.
The n-hexane extract of C. serrata inhibited AChE activity on
the larvae of R. microplus and in brain structures of rats. We
can suppose that this effect may be related to its ticks toxi-
city. Moreover, the chemistry is not exhausted at this point
and it is important to find out what or which substances
are responsible for inhibitory AChE properties of n-hexane
extract from C. serrata. Additionally, in vivo studies, using
both ticks and mammals, must be performed.
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CAPITULO 3 - Effect of Calea serrata on Glutathione S- transferase activity of

larvae from Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Artigo submetido a revista Veterinary Parasitology, segundo normas em anexo

(ANEXO 1).
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Extensive use of acaricide has induced resistance in Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, which can be related to higher activity of detoxification enzyvmes, such as
glutathione-S-transferase (GST). Natural products have been poorly explored for GST
inhibition property. Hexane extract of Calea serrafa Less. (Asteraceae) has acaricidal
properties on larvae of R microplus, which it was related to its acetylcholinesterase
inhibition activity. Our aim was to investigate the effect of C. serrafa on GST activity
of larvae from R microplus. Different concentrations of extract C. serrata (0; 0.5; 1.0;
1.5 and 3.0 mg/ml) were incubated with homogenized larvae. The effect of this extract
on G5T enzyme activity was determined, using 1-choro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB) as
substrate. The n-hexane extract of C. serrafa (3.0 mg/ml) inhibited significantly G5T
activity when compared with the control. Compounds of »- hexane extract from C
serrata may be potenfial inhibifors of ghitathione-5-transferase, wlich mav contnibute
to its tick toxicity. Considering that higher GST activities would reduce the efficiency
of the pesticides, we can also suppose that C. serrafa mav be at least used as an

adjuvant in tick control.

Eevwords: Glutathione-S-transferase, Caleq serrafa, n-hexane extract, Rhipicephalus

{Boophilus) micraplus, larvae.
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1. Introduction

The cattle fick Rhipicephalus (Boophilus) microplis (Canestrim, 1887) 15 a
hematophagous parasite that constitutes a major barrier to economic production of beef
and dairy cattle. This tick species is responsible for anmual losses of 2 billion dollars in
Brazil (Grisi et al.. 2002). A great body of evidences has demonstrated resistance in
several tick populations. including in R microplus, to all cumently used
organophosphates (Villarino et al., 2002). Pyrethroid resistance has been detected in a
Brazilian strain of R micropius (Baffi et al., 20035).

The molecular basis of insect resistance fo chemical insecticides/acaricides has been
widely studied. Pesticide resistance is a dynamic process resulting from multiple
mechanisms. including omtations, gene amplification. and post-translational
modifications, which contribute to the overexpression and enhanced activity of
detoxifying enzymes, such as glutathione S-transferases (G5T5). Resistance mediated
by complex mmlti-gene enzyme systems, such as esterases, cytochrome P450s and
G5Ts, has been elucidated (Enavati et al.. 2010). G5Ts are enzymes involved in the
metabolic detoxification of a wide range of xenobiotics and endogenous electrophilic
compounds. GS5Ts catalyze the conjugation of glutathione (G5SH) to xenobiotics,
including acaricides, producing water-soluble metabolites more easily excreted (Vontas
et al., 2001). Interestingly. this enzyme is considered as a candidate target for an anfi-
parasite vaccine (Parizi et al, 2011), since its action on acaricide/insecticide
detoxufication in arthropods 15 widely descmbed (Wei ef al, 2001). It has been
considered relevant to identify potenfial new acaricide compounds that can increase the
sensitivity of the ticks.

Recently, we demonstrated the acaricidal activity of n-hexane extract of Calea serraia

Less. (Asteraceae) (Ribeiro et al., 2008; Ribeiro et al. 2011). The cholinergic svstem
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has been recognized as a target for acaricides and this extract possesses inhibitory
activities against AChE. Then it has been suggested that acaricide properties can be
related at least in part fo inhibition of acetyvicholinesterase induced by hexane extract of
C. serrafa (Ribeiro et al., submitted). Our aim was to investigate the effect of Calea

serrata on GST activity of larvae from Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2. Materials and methods

2.1. Plant material and Preparation of the n-hexane extract

Plant material of C. serrata (leaves and stems) was collected in Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil. The plant was 1dentified by Sérgio Bordignon (Departamento de
Botanica, Centro Universitirio La Salle). The woucher specimen (ICN 124883) was
deposited m the Herbarmum of the Umiversidade Federal do Fio Grande do Sul Air dned
and powdered plant material (200 g) was processed by maceration with n-hexane [1:10
{(wi/v)]. The n-hexane extract of C. serrafa was thoroughly solubilized m ethanol (90%).
Previous studies demonstrated that ethanol at the final concentration employed did not

induce lethality in the larvae of & microplus (Gonealves et al., 2007).

2.2 Ticks

R microplus ticks of a susceptible reference strain (Mozzo strain) were provided by
Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor. Females were incubated at 27°C
and 70-80% relative humidity for 14 days to obtain eggs. For assays, 10-day-old larval

ticks were used.

2.3 Determination of GST activity
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Pools of 100 mg of R. microplus larvae were homogenized (1:10) in ice-cold 100 mMM
Tris—HC1 buffer (pH 7.5) contaming 0.5% Tnton-X 100 and the homogenate was
cenfrifuged for 5 min at 4°C. Different concentrations of extract C. serrara (0. 0.5; 1.0;
1.5 and 3.0 mg/ml) were incubated with supernatant for 30 min at 25° C, and GST
enzyme activity was determined using 1-choro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB) as

substrate, according to the method of Habig ef al. (1974) .

2.4 Statistics

Data was expressed as median (25th/75th percentiles). The data distribution pattern was
evaluated by the test of nommality (Kolmogorov-Smirnov). The Kmskal-Wallis followed
by Dunn's test was employed considening data distnbution. Differences were considered

as significant at p==0.05.

3. Results and Discussion

The effect of n-hexane extract Calea serrata on GST activity 1s shown in Fig 1. This
extract at 3.0 mg/ml significantly reduced GST activity when compared with the
confrol (0 mg/mL) (KW=12.45, p=0.0143).

We can suppose that compounds with GST activity inhibition property on B micropius
larvae may cause an insufficient conjugation of electrophiles and detoxication of
acaricides mncreasing the time of the active compounds on site of action. Fecently, it has
been suggested that enzyme acetyilcholinesterase inhibition may be related to acaricide
activity from n-hexane extract of C. serrara (Bibeiro ef al., submited). It is interestingly
to note that the use of plants on ticks conirol develops slowly resistance because there is
usually a mixture of different active agents with different mechanisms of action (Olivo

et al.. 2008).
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Although the involvement of GSTs in acaricide resistance in ticks has been reported in
R appendiculatus (da Silva Vaz Jor et al | 2004). He and colleagues (1999) did not find
differences in cDINA sequences and GST mBENA levels between unfreated fick larvae
from the susceptible and the acaricide resistant strains of our tick species.

Additionally, up regulated expression of GS5Ts have been associated with insect
resistance to insecticides particularly, the organophosphorus compounds (Hemingway et
al., 2004). it is possible that this extract can also contribute as a strategy to increase the
efficiency of insecticides products (El-Demerdash, 2011}, especially in situations of
resistance. In the most highly resistant population, GST activity was =35 times higher
than in the susceptible stran GSTs are involved in detoxification of different
xenobiotics including insecticides in many insects including Musca domestica,
Anophelas spp. and Aedes aegypti (Enavati et al.| 2005). However, further studies are
needed to explore its potential interaction with insecticides.

The nformation on GST in the order Acar is very limited, comparison of the amino
acid sequence of the tick GST with mammalian or insect GSTs from the Genbank
database shows that the tick G5T is most closely related to the mammalian mu class and
most divergent from the insect GS5Ts which are closely related to the theta class
{Shahein et al 2008). It is interesting to note that the substrate CDINB is not class
specific and can interact with alpha, nm, pi and sigma G5Ts (Takamatsu and Inaba,
1994) but not to class theta GST (Meyer et al., 1991).

On the other hand, inhibition of GSTs 15 an important approach in the management on
resistance of tumor cells against chemotherapeutic agents (Hansson et al., 1991). It has
been postulated that increased GST expression and therefore enhanced GST-mediated

conjugation of anficancer dmgs have been suggested as mechanism of dmg resistance
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{(Hansson et al, 1991; Horfon et al. 1999) Accordingly, the discovery of new
molecules can be a potential adjuvant strategy for the use in cancer chemomodulation.

Present findings suggest that compounds of hexane extract from C. serrafo may be
inhibitor of ghitathione-S-transferase. Our result suggests that C serrata compounds
may contain GST inhibitors, being a potential strategy in management to resistance

insecticides/acaricides and may be an adjuvant in tick control.
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Figure captions:

Figure 1. Effect of n-hexane extract (0.5; 1.0; 1.5 and 3 mg'ml) of Caleq serrafa on
GST activity in the larvae of Rhipicephalus (Boophilus) microplus after 30 min of
incubation The GST activities are expressed as percentage of the confrol group. Data
are expressed as median (25th/75th percenfiles) and analyzed by Emuskal-Wallis
followed by Dunn test; * = values significantly different from corresponding control

group, *p=00143.
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3 DISCUSSAO

Do ponto de vista econdmico, no Brasil o carrapato R. microplus é sem
contestacdo o principal parasito dos bovinos, j& que os danos decorrentes de seu
parasitismo se refletem nos indices produtivos desses animais, causando prejuizos
econdmicos que sdo estimados em 2 bilhdes de dolares anuais (GRISI et al., 2002).
O método mais usado para o controle desse carrapato € a aplicacdo de produtos
quimicos nos animais durante a fase parasitaria, porém, o controle baseado
exclusivamente em produtos quimicos, torna-se cada vez mais dificil, devido a
capacidade dos mesmos de selecionar populagbes de carrapatos resistentes. A
partir da década de 1950, com o surgimento de problemas relativos a resisténcia aos
produtos arsenicais, uma sucessao de produtos com bases acaricidas diferentes
foram surgindo no mercado mundial para fazer frente aos problemas da resisténcia
(GONZALES, 2003). Isto obriga os pesquisadores a buscarem continuamente
métodos alternativos de controle e aplica-los de forma integrada no combate ao R.
microplus. Contudo, a toxicidade de uma substancia quimica em carrapatos ndo a
qualifica necessariamente como um carrapaticida. Diversas propriedades devem
estar associadas a atividade, tais como eficacia mesmo em baixas concentracdes,
auséncia de toxicidade frente a mamiferos e animais superiores, facil obtencéao,
manipulagéo e aplicacdo, viabilidade econ6mica e ndo ser cumulativa no tecido
adiposo humano e de animais domésticos (CORDOVES, 1996). Fica evidente que

as caracteristicas citadas referem-se aquele carrapaticida tido como ideal.

Cabe destacar que formulagdes parasiticidas de origem vegetal permitem
a expansao de sistemas produtivos organicos, podendo ser usadas também como

um complemento terapéutico em sistemas produtivos convencionais (VIEIRA,
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CAVALCANTE, 1999; OLIVO et al.,, 2009). O 6leo emulsionavel de Neem, em
concentracdo a 2%, demonstrou significativo potencial adjuvante no controle do
carrapato bovino, pois, além de ocasionar a mortalidade das fémeas ingurgitadas,
nos primeiros dias apos o tratamento, interfere na sua reproducdo, mostrando ser
uma alternativa aos carrapaticidas normalmente utilizados (FORTI BROGIO-
MICHELLETTI et al.,, 2010). Como as plantas possuem varios compostos ativos,
com diferentes mecanismos de acdo, agindo sinergicamente, sugere-se que 0S
extratos brutos de plantas poderiam induzir menor resisténcia (BALANDRIN et al.,

1985; CHAGAS et al., 2003; OLIVO et al., 2009).

Nosso trabalho corrobora a hipétese de que as plantas podem ser
importantes fontes de compostos carrapaticidas. Recentemente, demonstramos que
0 extrato n-hexano de C. serrata possui atividade larvicida em R. microplus
(RIBEIRO et al., 2008). Neste caso, a referida atividade foi atribuida a presenca de
cromenos (eupatoriocromeno e precoceno Il), mostrados anteriormente como 0s
seus principais componentes através de analise fitoquimica em extratos lipofilicos
(STEINBECK et al., 1997). Corroborando com esta hipétese, podemos citar os
estudos efetuados por Pamo et al. (2004; 2005), os quais verificaram um efeito
carrapaticida do 6leo essencial obtido de flores de Ageratum houstonianum sobre R.
lunulatus, atribuindo tal toxicidade aos cromenos ou a uma agado sinérgica entre

estes compostos e outros constituintes do 0leo essencial.

E interessante destacar que o 6leo essencial de C. serrata apresentou
atividade larvicida em R. microplus, sendo mais ativo do que o extrato n-hexano e
gue o precoceno |l isolado de C. serrata. Assim, podemos sugerir um efeito sinérgico

entre o precoceno Il e os demais componentes do 6leo. Os 6leos essenciais sao
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originados do metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢ao quimica
complexa, destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropanoides (GONCALVES
et al.,, 2003; SILVA et al.,, 2003). Viegas Jr. (2003), destaca alguns compostos
naturais bioativos com atividade inseticida/ acaricida, a citar o piretro, nicotina,
rotenona e azadiractina, isolados a partir das espécies, respectivamente,
Chrysanthemum cinerariaefolium (Trev.) Vis., Nicotiana tabacum L., Derris sp. e
Azadirachta indica A. Juss., o que reforca a importancia do estudo fitoquimico de
plantas bioativas.

No 6leo essencial de C. serrata, além do precoceno I, 18 outros
compostos foram identificados, sendo a maioria do grupo dos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. Ap6s o precoceno Il (29,6%), o0s principais compostos
identificados foram germacreno D (26,4%), B—selineno (10%) e biciclogermacreno
(7,4%). Dentre os constituintes identificados neste 6leo, o germacreno D ja
demonstrou atividade larvicida sobre Aedes aegypti e Anopheles stephensi (KIRAN
et al., 2006) e inibicdo da atividade do ferormbnio de alarme em afideos (BRUCE et
al., 2005).

Em insetos, o precoceno Il pode afetar o sistema enddocrino, agindo como
antagonistas do horménio juvenil (BOWERS et al., 1976; PAMO et al., 2004), porém
em carrapatos, ndo estd comprovada a ocorréncia deste hormodnio ou molécula com
efeito semelhante (NEESE et al., 2000). Na busca do mecanismo de acao,
verificamos a modulagcdo do extrato n-hexano de C. serrata sobre a atividade da
AChE de larvas de R. microplus, visto que a ACh parece ser um importante
neurotransmissor do sistema nervoso dos carrapatos e a AChE é um dos principais
alvos dos acaricidas OFs. O extrato n-hexano de C. serrata inibiu a AChE de larvas

de R. microplus, demonstrando produzir um efeito dose-dependente nas
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concentracfes testadas. Estudos prévios tém mostrado que tanto hidrocarbonetos
monoterpénicos como 0s sesquiterpénicos podem apresentar um efeito inibitério
sobre AChE (LOIZZO et al.,, 2008; 2010). Além disso, Savelev et al. (2003)
descreveram uma complexa interacdo entre os constituintes terpendides de Salvia
lavandulaefolia, sendo que tais componentes podem produzir tanto efeitos
sinergistas como antagonistas sobre a atividade da AChE, dependendo da
concentracdo e da proporcdo entre eles. Assim, além da avaliacdo de cada fracéo
isolada, h& necessidade de se verificar quais componentes podem ainda atuar como
sinergistas do precoceno |l.

Os inseticidas/ acaricidas organofosforados sdo conhecidos por causar
efeitos toxicos diretos nos seres humanos e em outros mamiferos, o qual ocorre pela
inibicdo da atividade da AChE provocando o acumulo de ACh na fenda sinaptica do
sistema nervoso autbnomo, no sistema nervoso central e na juncdo neuromuscular,
induzindo efeitos periféricos e centrais, decorrente da estimulacdo dos receptores
muscarinicos e nicotinicos. A inibicdo da atividade da AChE em mais de 30-50%
geralmente produz os sinais classicos e bem-estabelecidos da crise colinérgica
aguda (ECOBICHON, 2001), os quais podem progredir e ocasionar paralisia
respiratoria periférica e central, responsaveis pelas mortes associadas a intoxicacao

pelos organofosforados.

A maioria dos compostos organofosforados € altamente solavel em
lipidos, sendo facilmente absorvidos a partir da pele, mucosas orais, conjuntiva,
sistema gastrintestinal e respiratério. O inicio, a gravidade e duracéo da intoxicacéo
sao determinados pela dose, via de exposicéo, propriedades fisico-quimicas destes
compostos, taxa de biotransformacdo e se o envelhecimento da AChE fosforilada

ocorre rapidamente (KARALLIEDDE; EDWARDS e MARS, 2003). Estudos recentes
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revelaram que o0 estresse oxidativo pode ser um componente importante do
mecanismo de intoxicacdo dos organofosforados (ALTUNTAS et al.,, 2004,
DANDAPANI et al., 2003; BUYUKOKUROGLU et al., 2008a,b). Compostos
organofosforados podem causar estresse oxidativo levando a geracao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e alteracdes no sistema antioxidante e na sua

eliminagéo (MILATOVIC, GUPTA e ASCHNER, 2006).

O sistema colinérgico € uma das mais importantes vias de modulagédo do
SNC, estando envolvido em vérias fungbes vitais como aprendizado, memoria,
motivacdo, recompensa, fluxo sanguineo cerebral e processamento sensorial e
motor (MESULAM et al., 2002; SOFUOGLU e MOONEY, 2009). Salvi et al. (2003)
realizaram avaliagBes clinicas, neuropsiquiatricas e laboratoriais em fumicultores e
evidenciaram que a exposi¢ao crbnica a baixos niveis de organofosforados pode
produzir sintomas neuropsiquiatricos, mesmo em niveis normais de atividade da

enzima acetilcolinesterase.

O extrato n- hexano de C. serrata nas concentracfes testadas também
inibiu a atividade in vitro da AChE em estruturas cerebrais (cortex frontal, estriado e
hipocampo) de ratos Wistar, apresentando diferenca significativa em relacdo ao
controle nas concentracdes de 3,0 e 1,5 mg/mL. Com isso podemos sugerir que 0
extrato n-hexano de C. serrata possa causar efeitos colaterais colinérgicos e em
consequéncia ser toxico para os mamiferos, contudo ensaios in vivo devem ser
realizados. Com isso, estudos in vivo com o0 extrato n-hexano de C. serrata e seus
compostos individuais sdo necessarios para confirmar a sua toxicidade para o0s

mamiferos, pois dependendo de alguns fatores, como por exemplo, da via de
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absorcdo, os acaricidas inibidores da AChE podem interferir no metabolismo e
excrecao e em consequéncia na toxicidade do extrato.

Por outro lado, a hipofuncéo colinérgica tem sido associada a prejuizos
cognitivos caracteristicos de doencas neurodegenerativas como a Doenca de
Alzheimer. Assim o tratamento com inibidores da AChE, que aumenta os niveis de
ACh, é a principal estratégia no manejo da Doenca de Alzheimer (BALLARD et al.,

2005).

A AChE é um alvo efetivo para os acaricidas organofosforados e
carbamatos. Alteragbes estruturais na AChE, resultando na insensibilidade da
enzima é um importante mecanismo para 0 desenvolvimento de resisténcia
(FOURNIER e MUTERO, 1994). Além da insensibilidade da enzima alvo, enzimas
de detoxicacdo também colaboram para a tolerancia aos acaricidas. A detoxicacao
de xenobidticos se da normalmente em duas fases. A fase | consiste em reacdes de
oxidacao, reducédo ou hidrélise, e os produtos formados sdo em geral mais reativos
que os iniciais. A fase Il consiste na conjugacdo destas substancias reativas,
provenientes da fase |, a fim de serem eliminadas do organismo como substéancias
inertes (SIROKA e DRASTICHOVA, 2004). O citocromo P450 (CYP450) representa
a principal via metabdlica de biotransformacdo da Fase |, através de suas mais de
500 isoenzimas e fazem parte do sistema de oxidases de fungédo multipla (LIN e LU,

1998).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima essencial para a protecao
aos danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para
posteriormente serem eliminados do organismo (GEORGE, 1993; MARIONNET,

DESCHAUX e REYNAUD, 2006). A GST catalisa a conjugacdo da glutationa
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reduzida (GSH) a uma gama de substratos hidrofébicos eletrofilicos, durante a fase
Il da biotransformacéo. Diversas GSTs foram caracterizadas, associadas a
metabolizacdo de compostos xenobioticos e toxinas. Além de participarem em
processos de desintoxicacdo por formacdo de conjugados com a GSH, as GSTs
possuem papel importante no metabolismo de produtos secundarios, incluindo a
estabilizacdo de flavonoides; atuam com a peroxidase na reducéo de hidroperéxidos

a monohidréxi-alcool durante o estresse oxidativo (DIXON e LAPTHORN, 2002).

As GSTs sao codificadas por uma superfamilia de genes, cada uma
produzindo isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de
catalisarem reacdes similares, as GSTs possuem pouca identidade de seqiéncia de
aminoacidos, e estdo presentes no citosol de muitas células catalisando a
conjugacao do tripeptideo glutationa em uma variedade de compostos (RIOL et al.,
2001). A atividade aumentada de GSTs possibilita que os xenobibticos e toxinas
sejam mais rapidamente metabolizados e excretados, sendo sugerido em insetos

como uma forma de resisténcia contra varias classes de inseticidas.

Neste trabalho, o extrato hexano de C. serrata inibiu in Vvitro
significativamente a GST na concentracao de 3,0 mg/mL nas larvas de R. microplus.
Interessante destacar que a inibicdo da GST pode comprometer o processo de
detoxicacdo do (s) composto(s) e assim aumentar 0s niveis intracelulares dos
mesmos. No caso, também se verificou inibicio da AChE nesta concentracao.
Assim, a inibicdo da AChE combinada com reducéo do processo de detoxicacéo do
extrato n-hexano de C. serrata podem ser responsaveis pela sua toxicidade. Além
disso, como extrato hexano de C. serrata inibiu a atividade da GST, € possivel que

este extrato também possa contribuir como uma estratégia para aumentar a
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eficiéncia de outros produtos carrapaticidas (EL-DEMERDASH, 2011),
especialmente em situacfes de resisténcia. No entanto, para permitir o uso deste
extrato com o0s produtos convencionais, outros estudos serdo necessarios para
explorar o seu potencial de interagcdo com tais produtos e delinear os mecanismos

de acéo subjacentes.

3.1 Conclusdes

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

1- O precoceno Il isolado do extrato n-hexano demonstrou ser toxico para

as larvas de R. microplus;

2- O oleo essencial de C. serrata demonstrou ser toxico para as larvas de

R. microplus;

3- A maior toxicidade apresentada pelo 6leo essencial sobre o precoceno
I, isolado a partir do extrato n-hexano de C. serrata, em larvas de R. microplus,
pode ser resultante de um efeito sinérgico do precoceno Il com componentes

sesquiterpénicos presentes no Oleo essencial;

4- O extrato n-hexano de C. serrata inibiu a atividade da AChE de larvas

de R. microplus, o que pode estar vinculado a atividade carrapaticida observada.

5- O extrato n-hexano de C. serrata inibiu a atividade da AChE de
estruturas cerebrais de ratos Wistar, podendo induzir efeitos colaterais colinérgicos e

sua consequente toxicidade em mamiferos.
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6- O extrato n-hexano de C. serrata inibiu a atividade de GSTs em larvas
de R. microplus, o que pode estar associado a toxicidade observada; podemos
sugerir também que compostos deste extrato podem ser adjuvantes para aumentar

a eficiencia de outros produtos inseticidas/ carrapaticidas, especialmente em

situacdes de resisténcia.

3.2 Perspectivas

A etapa seguinte deste trabalho consistira na determinagdo da atividade
acaricida dos constituintes do 6leo essencial e associa¢cdes, além da modulagéo das
atividades da AChE e da GST por diferentes fracdes do extrato n-hexano. Estudos in
Vivo com o extrato n-hexano de C. serrata e seus compostos individuais poderdo ser
realizados aguda e cronicamente em ratos Wistar. Outros mecanismos de acgao

poderdo ser investigados, destacamos estudos histopatolégicos.
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