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Epígrafe 

 
 

 
“Ando devagar porque já tive pressa, 

E levo esse sorriso, porque já chorei demais. 
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe, 

Só levo a certeza de que muito pouco sei ou nada sei. 
Conhecer as manhas e as manhãs, 
O sabor das massas e das maçãs. 
É preciso amor para poder pulsar, 

É preciso paz para poder sorrir, 
É 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 nós compõe a sua história, cada ser em si  

Carrega o dom de ser capaz, e ser feliz”. 

(Almir Sater) 

 

“De tudo, ficaram três coisas: 
A certeza de que estamos sempre começando.  

A certeza de que precisamos continuar. 
A certeza de que seremos 

interrompidos antes de terminar. 
Portanto devemos: 

Fazer da interrupção um caminho novo.  
Da queda um passo de dança. 

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 decepções, as derrotas, o desânimo são 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), responsável por hidrolisar a acetilcolina nas sinapses colinérgicas, tem sido 
alvo de pesticidas e sua inibição pelos organofosforados levam à paralisia e morte 
de artrópodes. O uso intensivo de acaricidas / inseticidas tem provocado  resistência 
em artrópodes, a qual pode estar relacionada com maior atividade de enzimas de 
detoxicação, 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 II, e do óleo essencial de C. serrata, assim como, determinar a 
composição química do referido óleo. Com intuito de compreender o mecanismo de 
ação 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 modulação da atividade da 
GST em larvas de R. microplus. O óleo essencial e o precoceno II, o composto 
isolado, mostraram atividade larvicida. O óleo essencial apresentou diferentes 
sesquiterpenos em sua constituição química, além de precoceno II. 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 eficiência de carrapaticidas, é possível 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 inibição da 
acetilcolinesterase seja um possível mecanismo de ação do extrato n-hexano de C. 
serrata. 



  

 

X 

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 II, 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 II, 
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  INTRODUÇÃO 

1.1 Generalidades 

A pesquisa e o desenvolvimento de novas moléculas representam o 

primeiro estágio no caminho da produção de acaricidas ou de outros produtos 

químicos. Em sua maioria, os processos de obtenção destes produtos ocorrem pela 

síntese de novas substâncias ou pela extração de princípios ativos de fontes 

naturais. 

As plantas medicinais e extratos vegetais representaram, durante séculos, 

pelas suas propriedades terapêuticas ou tóxicas, a única fonte de agentes 

terapêuticos tanto para o homem como para os animais, que pouco se 

diferenciavam dos remédios utilizados na medicina popular. No início do século XIX 

com o desenvolvimento da química orgânica, as plantas passaram a representar a 

primeira fonte de substâncias para o desenvolvimento de medicamentos ou produtos 

químicos, servindo de base para a síntese dos mesmos. Com isso, o arsenal 

terapêutico foi alterado significativamente, mas os componentes ativos das plantas 

tiveram um papel significativo para o desenvolvimento da farmacologia como 

ferramentas para desvendar mecanismos fisiológicos. 

Nas décadas de 1950 a 1970, logo após a II Grande Guerra, ocorreu uma 

explosão no desenvolvimento da síntese orgânica, sendo o uso das plantas 

medicinais substituído pelos produtos químicos sintéticos. Mesmo assim, parte de 

alguns destes ainda permanecem sendo obtidos a partir de matérias primas vegetais 

(FREITAS, 2007). 
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A flora brasileira é riquíssima em exemplares que são utilizados pela 

população humana como plantas medicinais, mas muitas vezes sem o devido 

respaldo cientifico quanto à eficácia e segurança. Segundo Farias (2003), a eficácia 

é dada pela comprovação, por meio de ensaios farmacológicos pré-clínicos e 

clínicos, conduzidos dentro de padrões éticos e científicos, dos efeitos biológicos 

preconizados para esses recursos terapêuticos, sendo que a segurança é 

determinada pelos ensaios que comprovam a ausência de efeitos tóxicos tanto para 

os animais como para o homem. 

Os compostos quimicamente ativos responsáveis pela ação terapêutica 

são denominados “princípios ativos”, provenientes principalmente do metabolismo 

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

O uso da fitoterapia na área das ciências veterinárias tem sido um 

processo em expansão, sendo que investigações sobre o uso de extratos de plantas 

para o controle de parasitos como Rhipicephalus (Boophilus) microplus no Brasil e 

em outros países se intensificaram principalmente a partir do fim da década 

passada. Ainda que, um grande número dessas investigações tenha provado a 

atividade acaricida de alguns extratos de plantas no laboratório, muitos estudos são 

ainda necessários para permitir o seu uso nos animais, validando-os como uma 

estratégia de controle. Ao contrário da crença popular, o uso de plantas medicinais 

não é isento de risco, tendo em vista que além do princípio ativo terapêutico, a 

mesma planta pode conter outras substâncias  tóxicas. Por outro lado, a atividade 

acaricida demonstrada por algumas plantas tem despertado nos cientistas um 

interesse em conhecer seus mecanismos de ação. 
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Como os componentes químicos das plantas, isolados ou interagindo um 

com os outros, podem determinar o potencial terapêutico ou tóxico, é importante que 

as pesquisas direcionadas para avaliar sua atividade biológica, integrem várias 

áreas do conhecimento, tais como a botânica e a química orgânica, a 

farmacognosia, a farmacologia, a bioquímica e a toxicologia. 

Muitas espécies vegetais utilizadas na terapêutica ainda são obtidas 

principalmente por extrativismo, em virtude da falta de informação e de dificuldades 

encontradas no cultivo. Por outro lado, com a certificação da eficácia o processo de 

produção da planta em questão passa a ser associado à sua proteção gerando a 

construção de alternativas econômicas sustentáveis, as quais evidenciam a 

interdependência entre a natureza e a cultura. Com isso, contribui-se também com a 

conservação da biodiversidade.  

O uso indiscriminado de acaricidas químicos têm contribuído para o 

aparecimento da resistência em R. microplus  a múltiplos produtos, representando 

um sério problema ao seu controle. Com isso, a pesquisa envolvendo estudos com 

plantas é importante para que a utilização de seus extratos ou a produção de 

carrapaticidas, tenha a sua  atividade farmacológica comprovada cientificamente e  o 

seu uso norteado para um controle  sustentável, ou seja, com menos custos, sem 

deixar resíduos na carne e no leite e sem causarem danos para o ambiente, devido 

a característica biodegradável 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 fitoquímico do extrato n-hexano e do óleo 

essencial de Calea serrata, assim como a avaliação de suas atividades acaricidas 
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em R. microplus. Com a finalidade de buscar o mecanismo de ação, 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 três partes: I (Resumo, Abstract, Lista de 

Abreviaturas, Introdução), II: capítulo 1 (Artigo1), capítulo 2 (Artigo 2), capítulo 3 

(Artigo 3) e III (Discussão, Conclusões, Perspectivas e Referências). 

 

1.2 O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

 

1.2.1 Importância 

 

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) é um 

importante ectoparasito hematófago, que infesta endemicamente os bovinos nas 

regiões tropicais e subtropicais do mundo, causando severos prejuízos à pecuária 

de corte e de leite. Estes prejuízos podem alcançar a cifra de dois bilhões de dólares 

anuais no Brasil (GRISI et al., 2002). Os prejuízos decorrentes do parasitismo dos 

bovinos tendem a ser mais expressivos em rebanhos com predominância de raças 

taurinas, as quais são marcadamente mais sensíveis ao carrapato que as raças 

zebuínas (OLIVEIRA; ALENCAR, 1990; VERÍSSIMO et al., 2002). 

Independente da raça, a infestação nos bovinos causa espoliação devido 

ao seu hábito alimentar, além de que, este carrapato é o único 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 
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responsáveis respectivamente pela babesiose e anaplasmose bovinas, doenças que 

compõem o complexo conhecido como “Tristeza Parasitária Bovina”. O impacto 

causado pelo parasitismo dos animais por esse carrapato é demonstrado pela 

redução na produção de leite, aumento da mortalidade, redução da natalidade, 

perda de peso, alto consumo de carrapaticidas, gastos com a compra de produtos 

carrapaticidas e com a mão-de-obra para aplicação 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 é um parasito monoxeno, isto é, desenvolve 

todo o seu ciclo biológico em um único hospedeiro (preferentemente os bovinos). 

Outras espécies animais podem servir como hospedeiros, entre os quais búfalos, 

jumentos, ovinos, caprinos, cães, gatos, porcos, veados, onças, preguiças, cangurus 

e coelhos (ARTHUR, 1960). O seu ciclo de vida pode ser subdividido em duas fases: 

a fase de vida livre ou não parasitária e a fase parasitária.  

 

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

duas fases que compõem o seu desenvolvimento. 
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Figura 1 – Ciclo de Vida de R. microplus 

 

 

 

   Fonte: Catto, Andreotti e Koller (2010)  

 

 

Fase parasitária:  

1- Larva infestante realizando a fixação no bovino (recebe denominação de 
larva parasítica ao se fixar);  

2- Ninfa;  

3- Femea em estágio final de ingurgitamento (teleógina).  

Fase de vida livre:  

4- Teleógina logo após desprendimento, em período de postura no solo;  

5- Ovos, no solo, em período de incubação;  

6- Larva, no solo, em período de maturação. 
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1.2.2.1 Fase Parasitária 

 

A fase parasitária ocorre sobre o hospedeiro, onde o carrapato realiza 

duas metamorfoses ou mudas. Esta fase  inicia-se com a fixação da larva infestante 

no animal, a qual passa a ser denominada de parasítica (estágio 1, Fig.1). 

Inicialmente, a larva parasítica alimenta-se de linfa, seu corpo dilata-se, inicia e 

ocorre a primeira metamorfose e passa a ser chamada de metalarva, que após a 

ruptura das paredes do idiossoma libera a ninfa (estágio 2, Fig.1). Neste estágio, o 

parasito já começa a se alimentar de sangue. A ninfa alimenta-se, sofre outra 

metamorfose como metaninfa e, a partir dessa fase, sofre a diferenciação sexual, 

liberando os adultos. Os machos jovens são denominados neandros e ao se 

tornarem adultos, de gonandros. Os machos são menores que as fêmeas e 

percorrem o corpo do animal, alimentando-se de sangue e fecundando várias 

fêmeas. A fêmea jovem é denominada de neógina e quando adquire maturidade 

sexual de partenógina. Após a fecundação, a fêmea continua seu repasto sanguíneo 

ingurgitando-se totalmente ao fim do período parasitário, quando passa a ser 

denominada de teleógina (ao redor do 21° dia) (estágio 3, Fig.1). A teleógina cai no 

solo para iniciar a postura. As teleóginas chegam a ingerir de 2 a 3 mL de sangue 

durante sua vida parasitária 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, estão listados os diversos ínstares e o período de tempo em 

dias em que ocorrem nos bovinos no primeiro dia, no dia em que são mais 

frequentes e no último dia.  
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Tabela 1. Ocorrência dos diversos estágios e ínstares parasitários de Rhipicephalus  

microplus em bovinos. 

 

      

Estágio Sexo  Instares Primeiro Modal Último 

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 Fêmeas Neógina 13 15 20 

  Partenógina 16 18 34 

  Teleógina 18 21/22 35 

 

Fonte: Gonzales et al., 1974. 

 

Na Figura 2, estão mostradas teleóginas agrupadas à pele de bovino. 

 

Figura 2 – Teleóginas de R. microplus presas à pele de bovino. Fonte: Catto, 

Andreotti e Koller (2010), Foto: Renato Andreotti. 

 

 

Dia do aparecimento no hospedeiro 
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1.2.2.2 Fase de Vida Livre 

A fase de vida livre inicia-se quando a fêmea ingurgitada de sangue 

(teleógina) (estágio 4, Fig.1) desprende-se do hospedeiro e cai ao solo. Elas 

procuram áreas protegidas dos raios solares diretos, com temperatura e umidade 

favoráveis, para iniciar a postura. Já no solo, inicia-se o período de pré-postura, que 

dura entre dois e três dias. Ao final desse período, inicia-se o período de postura 

(estágio 5, Fig.1), que dura cerca de 15 dias, sendo que no quinto dia de postura é 

que ocorre a maior produção de ovos.  Após a postura, as teleóginas morrem. A 

eclosão das larvas inicia-se ao redor do sétimo dia após o final do período de 

postura e completa-se em mais sete dias, quando as larvas tornam-se infestantes. 

Em condições climáticas favoráveis (umidade relativa do ar maior que 70% e 

temperatura de 27 ºC), toda a fase de vida livre pode se realizar num período total 

mínimo de 32 dias, sendo este o período mais rápido em que se pode concretizar tal 

fase. A diminuição da temperatura e da umidade dificulta o desenvolvimento, quer 

seja atrasando o processo, quer seja esterilizando os ovos e provocando a morte da 

teleógina. 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 força 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 Histórico do uso de inseticidas/ acaricidas sintéticos 
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Nas décadas de 1950 a 1970, logo após a II Grande Guerra, ocorreu uma 

explosão no desenvolvimento da síntese orgânica, inclusive de produtos com 

atividade acaricida. Nos anos 70, com os movimentos ecologistas surgiu uma 

preocupação mundial com a proteção ao meio ambiente, o que gerou um sério 

questionamento quanto ao uso dos organoclorados e organofosforados que, além de 

causarem enorme impacto ambiental, induziam resistência. Percebeu-se que a 

natureza possui enorme capacidade de adaptação, e num processo de seleção 

natural estava elegendo os especimens mais resistentes e, portanto, trazendo certa 

ineficiência aos produtos utilizados no controle populacional. No mesmo período, o 

lançamento do livro "Silent Spring" de Carson (1962) motivou uma mudança 

filosófica que se estendeu ao comportamento dos cientistas, que passaram a 

procurar entender melhor o processo de interação ácaro/ inseto- planta e ácaro/ 

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/ ácaros alvo, procurando preservar os 

demais animais do mesmo habitat, incluindo predadores naturais dos insetos/ ácaros 

indesejados (VIEIRA, FERNANDES e ANDREI, 2003). 

Até então, partia-se do pressuposto que um produto que permanecesse 

no ambiente por um longo período de tempo seria mais eficaz, na tentativa de afetar 

várias gerações do inseto/ ácaro- alvo. Com a mudança na concepção de 

preservação do meio ambiente, passou-se a acreditar que seria mais racional o 

combate direto aos insetos/ ácaros no período de maior incidência e, assim, 

minimizar o desenvolvimento de resistência 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 avaliações e planejamento de produtos com 

características acaricidas e inseticidas (MARICONI, 1976).  

 

1.2.3.2 Carrapaticidas sintéticos 

Atualmente, os carrapaticidas usados no controle de R. microplus ou 

interagem em alvos específicos do sistema nervoso (neurotóxicos) ou no processo 

bioquímico de síntese de quitina (inibidores do desenvolvimento). No entanto, a 

maioria dos carrapaticidas disponíveis comercialmente para uso em bovinos tem 

atuação sobre o sistema nervoso do carrapato, como os pertencentes às classes 

químicas dos organofosforados (clorpirifós), piretróides (deltametrina, cipermetrina), 

formamidinas (amitraz), fenilpirazóis (fipronil), lactonas macrocíclicas (avermectinas: 

ivermectina, doramectina e milbemicinas: oxima milbemicina) e as espinosinas 

(espinosada), tendo como alvo canais iônicos, receptores de neurotransmissores ou 

enzimas (DEKEYSER, 2005). Nos carrapatos, o sistema nervoso é composto por 

uma massa nervosa compacta chamada de singânglio (SONENSHINE, 1991).  Nos 

insetos, há uma variedade de transmissores e moduladores neurais, no entanto nos 

carrapatos alguns destes não estão com suas funções bem definidas (LEES e 

BOWMAN, 2007).   

No Quadro 1 está descrito a classificação dos carrapaticidas de acordo ao 

sítio de ação primário, no qual se incluiu as bases químicas e alguns de seus 

princípios ativos.  
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Quadro 1.  Classificação dos carrapaticidas pelo sítio de ação primário e suas bases 

químicas. 

SÍTIO DE AÇÃO PRIMÁRIO  GRUPO e/ou SUBGRUPO QUÍMICO 
Exemplo(s) de Ingrediente(s) Ativo(s) 

Inibidores de acetilcolinesterase ORGANOFOSFORADOS (Clorpirifós) 
CARBAMATOS 

Moduladores de canais de sódio PIRETRÓIDES (Deltametrina, 
Cipermetrina)                            
PIRETRINAS (Piretrina I, Piretrina II)                                               
CLORADOS (DDT)                                                      

Agonistas de receptores de octopamina FORMAMIDINA (Amitraz) 

Antagonistas de canais de cloro 
mediados pelo GABA 

FENILPIRAZÓIS (Fipronil) 

Ativadores de canais de cloro LACTONAS MACROCICLICAS: 
AVERMECTINAS (Ivermectina, 
Doramectina)                         
MILBEMICINAS (Milbemicina oxima)                  

Agonistas de receptores nicotínicos da 
acetilcolina                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

NICOTINÓIDES (Nicotina) 
NEONICOTINÓIDES (Imidacloprida)                                               

Ativadores alostéricos de receptores 
nicotínicos da acetilcolina 

ESPINOSINAS (Espinosade) 

Inibidores do complexo da cadeia de 
transporte de elétrons na mitocôndria 

ROTENÓIDES (Rotenona) 

Compostos com modo de ação 
desconhecido 

AZADIRACTINA 

Inibidores da formação de quitina BENZOILURÉIAS (Fluazuron) 

Adaptado do Comitê Brasileiro de Ação a Resistência a Inseticidas 

                                                          Disponível em www.irac-br.org.br 

 

Sistema Colinérgico: 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor excitatório, sendo 

considerado como um dos mais importantes do sistema nervoso de insetos. Seus 

receptores ocorrem pelo menos de duas formas, nicotínicos (n-AChR) e 

muscarínicos (m-AChR) (SATTELLE, 1980; VENTER et al., 1988). As junções 

neuromusculares dos insetos parecem não ser colinérgicas, mas utilizam dois outros 

http://www.irac-br.org.br/
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neurotransmissores: L-glutamato (neurotransmissor excitatório) e ácido γ-

aminobutírico (GABA) (neurotransmissor inibitório) (LEES e BOWMAN, 2007). 

O sistema colinérgico tem sido validado quimicamente nos carrapatos, 

sendo um alvo acaricida bona fide, visto que os organofosforados são potentes 

agentes químicos de controle dos mesmos. A síntese de ACh pela colina 

acetilcolinesterase foi demonstrada em larvas e adultos de R. microplus 

(SMALLMAN e RIDDLES, 1977).  A presença da ACh no singânglio 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 singânglio de adultos de R. microplus (STONE, 1968). Há evidências também da 

presença de receptores colinérgicos nicotínicos e muscarínicos no singânglio de R. 

microplus (TURBERG et al., 1996). Corroborando com isso, enquanto os AChRs de 

R. microplus não estão clonados, tem-se os trabalhos de Lees, Woods e Bowman  

(2010) e Bissinger et al. (2011), que descreveram receptores muscarínicos e 

nicotínicos ao analisar os transcriptomas de  singânglios de Rhipicephalus 

sanguineus e Dermacentor variabilis (Acari: Ixodidae) respectivamente.  

A AChE cliva a ACh em colina e ácido acético (Fig.3), o que ocorre em 

duas etapas, primeiro através da acilação da enzima, seguida de desacilação 

envolvendo uma molécula de água. Quando em contato com um inseticida inibidor 

de AChE, esta se torna fosforilada ficando irreversivelmente inativada. Esse 

processo acontece no sítio ativo localizado no interior da enzima, denominado tríade 

catalítica, formado pela serina, histidina e glutamato, sendo covalentemente 

fosforilada (SOREQ e SEIDMAN, 2001).  Os inseticidas organofosforados e 
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carbamatos se ligam à enzima AChE, impedindo que esta hidrolise a acetilcolina. O 

acúmulo de acetilcolina nas sinapses provoca uma hiperatividade do sistema 

nervoso, desencadeando o colapso do mesmo. Até o aparecimento da resistência, 

os organofosforados foram usados intensamente e com sucesso no controle de R. 

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

Os neonicotinóides são agonistas da ACh e ligam-se aos receptores 

nicotínicos desta, localizados nas células pós-sinápticas (SUCHAIL, DEBRAUWER  

e BELZUNCES, 2003). Na realidade, estes produtos mimetizam a ação da ACh, pois 

se encaixam nos receptores desta na membrana das células pós-sinápticas, abrindo 

canais de Na+, mas ao contrário da ACh, que é hidrolisada pela acetilcolinesterase, 

esses compostos não são degradados imediatamente, portanto, os impulsos 

nervosos são transmitidos de forma contínua, levando à hiperexcitação 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 [3H] em homogenados de larvas 

de R. microplus. A imidacloprida, um neonicotinóide, que possui fraca atividade 

carrapaticida, apresenta uma baixa afinidade por receptores nicotínicos em 

homogenados de larvas de R. microplus. Mais recentemente, as espinosinas tem 

mostrado um atividade efetiva em carrapatos, tendo sua ligação em um sítio 

diferente da imidacloprida (DAVEY, GEORGE e SNYDER, 2001). 
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Figura 3. Esquema da reação de clivagem da acetilcolina pela acetilcolinesterase. 

 

 

Acetilcolina                                          Acetato                              Colina 

   

Sistema Ácido gama-aminobutírico (GABA) 

Em artrópodes, GABA é o neurotransmissor inibitório nas junções 

neuromusculares e sinapses no sistema nervoso. Um dos principais agentes 

químicos usados no controle de ectoparasitos, especialmente em animais de 

companhia, é o Fipronil (grupo químico dos fenilpirazóis), um antagonista dos canais 

de cloro ligados ao GABA (DENNY, 2001; TAYLOR, 2001), demonstrando a 

validação química deste alvo em carrapatos. Evidências de um papel para GABA no 

singânglio foi encontrado durante a determinação dos níveis de aminoácidos livres 

nos tecidos de Amblyomma hebraeum (LUCIEN et al., 1995). Recentemente, foi 

visto que o Fipronil atua no sistema nervoso de insetos em três 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 



  

 

16 

As avermectinas atuam em canais de cloro ligados ao glutamato (CULLY et al., 

1994; ARENA et al., 1995), abrindo-os irreversívelmente, o que conduz a um influxo 

dos íons cloro, hiperpolarização e paralisia (Mounsey et al., 2007).  Ivermectina, 

Abamectina, Doramectina e Eprinomectina, alguns dos princípios ativos das 

avermectinas, são usadas para o controle de R. microplus  (TAYLOR, 2001; 

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

 

Sistema Octopaminérgico 

 A monoamina biogênica octopamina age como neurohormônio, 

neuromodulador e neurotransmissor em várias espécies de invertebrados, porém 

não tem um papel fisiológico conhecido em vertebrados (ROEDER et al., 1999, 

ORCHARD, 1982). De acordo com suas características farmacológicas, os 

receptores são divididos em três grupos: OA1, OA2A e OA2B. A injeção de 

octopamina em carrapatos preveniu a postura (BOOTH, 1989). Posteriormente, 

Kempton  et al. (1990) providenciaram evidências de um sistema octopaminérgico 

em homogenados de singânglio de R. microplus através da atividade da tiramina-β-

hidroxilase, a qual apresenta propriedades semelhantes a dopamina- β-hidroxilase 

em mamíferos. Esta enzima está envolvida com a síntese da octopamina e outras 

aminas biogênicas. Receptores de octopamina parecem ser os sítios primários de 

ação 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 vários tecidos de carrapatos (KAUFMAN e 

SLOLEY, 1996), inclusive no singânglio (ATKINSON, BINNINGTON e ROULSTON, 

1974). 
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Canais de sódio dependentes de voltagem 

 

Inseticidas, como os piretróides e o DDT, agem como moduladores dos 

canais de sódio (Na+) das células nervosas do sistema nervoso dos insetos. Os 

canais de Na+ se abrem no momento da transmissão sináptica e se fecham 

imediatamente após a despolarização da célula nervosa. Estes inseticidas, ao se 

ligarem à proteína associada ao canal de Na+, mantêm os mesmos abertos por um 

período de tempo mais longo, acarretando em um fluxo maior deste íon para o 

interior do axônio e alterando, assim, a transmissão do impulso nervoso. Como 

conseqüência, o neurônio não consegue voltar à condição de repouso (-70mV) e, 

portanto, ocorre um bloqueio na transmissão sináptica, 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 piretróides atuam apenas nos canais de 

Na+ abertos (NARAHASHI, 2000; ZLOTKIN, 1999).  

 

Toxicidade dos carrapaticidas na saúde animal e humana 

       Os mecanismos envolvidos na transmissão sináptica em insetos são 

muito semelhantes àqueles operantes em mamíferos, aves e peixes. Por isso, a 

possibilidade de obtenção de seletividade fisiológica com inseticidas neurotóxicos é 

reduzida, pois muitos destes inseticidas são tóxicos também para organismos não 

alvos, incluindo os seres humanos (FOERSTER, 2002). Por exemplo, os 

organofosforados podem ocasionar diversos transtornos neuroquímicos, 

neurocomportamentais e neuromorfológicos em mamíferos, podendo se refletir em 

desordens neuropsiquiátricas, como alterações locomotoras, ansiedade, depressão, 
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perda de memória e déficits de aprendizado (EYER, 1995; SLOTKIN, 1999; SILVA, 

SAMARAWICKREMA e WICKREMASINGHE, 2006). 

A toxicidade dos carrapaticidas depende das condições de exposição, tais 

como: dose/concentração; duração (minuto/ horas) e freqüência (aguda, crônica) de 

exposição; via de exposição; propriedades físico-químicas e suscetibilidade 

individual (SPINOSA e SCHWARZ, 2008).   

 

Embora os mecanismos de ação tóxica geralmente sejam similares na 

maioria dos seres vivos, a intensidade e a duração dos efeitos deletérios 

normalmente variam de acordo com a espécie animal e podem, em parte, ser 

atribuídos aos fatores toxicocinéticos, que envolvem os processos de absorção, 

distribuição, biotransformação e excreção de um organismo vivo. Por outro lado, o 

efeito promovido pelo agente tóxico, em um determinado animal, está basicamente 

relacionado com a concentração do mesmo na biofase, isto é, no sítio de ação. 

(FLÓRIO 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 

sanguínea, o que requer a sua passagem por várias barreiras tissulares corporais, 

como a epitelial da pele e a hematoencefálica. 

 

Formas, via de aplicações e o estado físico dos carrapaticidas 

 

As vias utilizadas para aplicação dos carrapaticidas nos animais são a 

injetável e a por contato (GONZALES, 2003). Na via injetável, em geral, utiliza-se a 

subcutânea, mas pode-se utilizar a via intramuscular, o que depende da orientação 

do fabricante; o produto é absorvido totalmente pelo organismo e distribuído pelo 
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sangue a todos os tecidos. Os carrapatos intoxicam-se através da ingestão do 

sangue do animal que assim foi tratado. O desejável é que o carrapaticida seja 

tóxico somente ao carrapato e que assim não prejudique os animais; também que 

não agrida o ambiente nem o homem que ingere a carne, leite e derivados. Os 

carrapaticidas aplicados em banhos de aspersão, de imersão ou sob a forma dorsal 

atuam por contato nos carrapatos; em sua maior parte, também são absorvidos 

pelos animais. A aplicação dorsal (pour on) é anunciada como uma forma de 

aplicação carrapaticida em que o princípio ativo não é absorvido pelos organismos 

animais. Nesse caso, se despeja uma pequena porção do carrapaticida, sob a forma 

de emulsão, no lombo ou no dorso do animal, a partir do que ocorre uma dispersão 

do liquído e um recobrimento das demais partes do corpo. Nessa forma, a gordura 

da emulsão carrapaticida combina-se com as gorduras da pele do animal e, assim, 

recobre todo o corpo em um período de tempo em torno de três a cinco dias 

(GONZALES, 2003).  

 

Os carrapaticidas utilizáveis em banhos de aspersão ou/e de imersão são 

apresentados para comercialização no estado físico de concentrado emulsionável, o 

qual ao ser diluído em água, forma o estado físico chamado de “emulsão” 

(GONZALES, 2003). 

 

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

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

tem encontrado dois grandes problemas: o desenvolvimento de resistência ao 
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princípio ativo e a preocupação da população e dos órgãos governamentais com os 

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

Ao longo do tempo, diferentes princípios ativos tem sido utilizados no 

controle de R. microplus (arsenicais, organoclorados, organofosforados, imidinas, 

piretróides, lactonas macrocíclicas, fenilpirazóis, benzoilfeniluréias e espinosinas). 

No entanto, na prática, o uso incorreto e indiscriminado dos acaricidas tem 

acelerado o processo de seleção de resistência a essas diferentes bases químicas, 

possibilitando a ocorrência de resistência múltipla ou cruzada (CASIDA, 2009).  

A primeira detecção de resistência em R. microplus no mundo foi relatada 

na Austrália em 1937, em seguida na África 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 resistência deste carrapato aos carrapaticidas arsenicais. 

Atualmente, no Brasil, já há relatos de resistência a quase todos os grupos químicos 

de carrapaticidas, exceto a benzoilfeniluréia (fluazuron) (CASTRO- JANER et al., 

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

A resistência implica no aumento da dose do produto e/ou aplicação mais 

frequente dos acaricidas, além do uso de misturas indevidas e a substituição de um 

produto por outro, por vezes de maior toxicidade (FURLONG, MARTINS e PRATA, 

2007).  

As bases moleculares da resistência para acaricidas em artrópodes 

podem ser resumidas em aumento da expressão de genes ou aumento da atividade 

de enzimas envolvidas em metabolismo de xenobióticos/ detoxificadoras; mutações 
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em neuroreceptores e em canais de sódio (MARTIN et al., 2003; OAKESHOTT et al., 

2003; RUFINGIER et al., 1999).  

 

Resistência de R. microplus aos carrapaticidas e as enzimas de detoxicação 

Smirle e Winston (1988) afirmam que o desenvolvimento da resistência a 

pesticidas relacionam-se diretamente com a ação de enzimas de detoxificação, uma 

vez que os pesticidas induzem a atividade dessas. Dentre as principais enzimas 

envolvidas na metabolização de pesticidas estão as citocromos P450 

monooxigenases, esterases e glutationa-S- transferases (GST) (LI; SCHULER e 

BERENBAUM, 2007). 

 As citocromos P450 monooxigenases ligam-se aos compostos tóxicos 

oxidando-os, tornando-os mais solúveis e, portanto, mais fáceis de excretar 

(HEMINGWAY; FIELD e VONTAS, 2002). As P450 monooxigenases são 

responsáveis pela detoxificação de piretróides e organofosforados em artrópodes, 

inclusive em R. microplus (LEE et al., 2002). Em Drosophila, foi verificada que a 

superexpressão de dois genes P450 genes, CYP6G1 e CYP12D1 são responsáveis 

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

Mutação no sítio ativo da acetilcolinesterase e a superexpressão de 

genes de esterases para organofosforados e carbamatos têm sido recentemente 

relatados, principalmente em moscas domésticas (RANSON et al., 2002) e em 

outras espécies (CASIDA e QUISTAD, 1998).  Existe, ainda, correlação de atividade 

e expressão de genes de esterases com a resistência a piretróides (DEJERSEY et 

al., 1985).  
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Em R. microplus, o mecanismo da resistência associado com a 

detoxicação por meio de esterases vem sendo investigado por vários autores. Baxter 

and Barker (2002) demonstraram uma relação entre a resistência a organosforados 

e o 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 piretróides. Mutações pontuais dos 

genes de acetilcolinesterase e carboxilesterase foram demonstradas nestes 

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

As glutationa S-transferases (GSTs) são uma família multifuncional de 

enzimas presentes ubiquamente em organismos aeróbicos. A GST é responsável 

pela conjugação de xenobióticos eletrofílicos à glutationa, reduzindo sua toxicidade e 

permitindo que o sistema de transporte elimine estes conjugados para o meio 

extracelular (ENAYATI; RANSON e HEMINGWAY, 2005), além de outras funções 

como proteção contra estresse oxidativo e o transporte intracelular de proteínas 

(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 glândula 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 níveis de expressão de GST têm sido relacionados à 

resistência a inseticidas em vários organismos (RUFINGIER et al., 1999), além de 

estar associada a reações alérgicas mediadas por IgE (O’NEILL; DONOVAN e 

BALDO, 1994). Entretanto, ainda não foram demonstradas evidências 

correlacionando a expressão de GST à resistência frente aos acaricidas. Em outros 

artrópodes, já foi verificado um aumento de expressão 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 



  

 

23 

organofosforados, estes últimos por duas vias distintas: O-desalquilação ou O-

desarilação (WEI, CLARK e SYVANEN, 2001). Embora não se tenha ainda dados 

concretos sobre o papel das GSTs na resistência a piretróides (ROSÁRIO- CRUZ, 

2009), alguns autores apontam para um papel de sequestro das moléculas do 

inseticida ou de metabolização de produtos de peroxidação de lipídios causados por 

inseticidas (VONTAS  et al., 2002). 

Alguns estudos têm demonstrado que a redução da atividade da enzima 

GST está relacionada ao aumento da toxicidade de algumas substâncias. Assim, a 

inibição da GST também pode ser utilizada como uma estratégia para aumentar a 

eficiência de, por exemplo, substâncias 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/ ácaros são 

fontes naturais de substâncias inseticidas/ acaricidas, já que estas substâncias são 

produzidas e se acumulam no vegetal em resposta a um ataque de herbívoros. Para 

se protegerem contra a ação de herbívoros, as plantas desenvolveram dois 

mecanismos de defesa, diretos e indiretos. Os mecanismos diretos envolvem 

substâncias como a sílica, metabólitos especiais (aleloquímicos), enzimas e 

proteínas, além de órgãos como tricomas e espinhos que afetam diretamente a    

performance de ataque do inseto. Já os indiretos se devem a ação de substâncias 

voláteis, emitidas pela planta, cuja produção é induzida mediante ao ataque de uma 

praga, atuando na atração de predadores ou parasitóides do inseto fitófago 
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(BIRKETT et al., 2000, SIMAS et al., 2004) . Essas plantas constituem fonte de 

compostos secundários, como alcalóides, terpenos, flavonóides e esteróides com 

propriedades medicinais comprovadas (DI STASI, 1996). De acordo com Martins et 

al. (1998), as plantas medicinais apresentam alta resistência a doenças e pragas o 

que facilita o seu cultivo em larga escala. Assim, a exploração de compostos 

secundários presentes no extrato bruto ou nos óleos essenciais de plantas podem 

ser eficientes no controle de R. microplus.  

Pesquisas com plantas para uso no controle de R. microplus têm sido 

desenvolvidas para encontrar extratos ou óleos essenciais com propriedades 

acaricidas que possam ser usadas em associação ou mesmo como  substitutos para 

os compostos sintéticos. Uma vantagem para o uso destes compostos é que a 

resistência se desenvolve mais lentamente, visto que em geral as plantas possuem 

uma mistura de vários agentes ativos com diferentes mecanismos de ação 

(BALANDRIN et al., 1985; CHAGAS et al., 2003; OLIVO et al., 2009). Além disso, 

formulações feitas com plantas têm seu uso incentivado na agricultura orgânica ou 

podem mesmo ser usadas como auxiliar em sistemas de produção convencionais 

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

Na atualidade, as principais plantas das quais foram obtidas substâncias 

com atividade inseticida pertencem aos gêneros Nicotiana (Solanaceae), produtoras 

de nicotina e nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Fabaceae), 

produtoras de rotenóides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas e 

Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (VIEIRA, FERNANDES e 

ANDREI, 2003).  
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A azadiractina é o principal componente ativo, com atividade inseticida, 

presente em plantas da família Meliaceae. É considerada, a mais recente substância 

inseticida natural e, a busca de seus análogos em plantas dessa família, ou mesmo 

por síntese química é 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, são a azadiractina, a salanina, o meliantriol e nimbim. Destes, o 

limonóide azadiractina é considerado o mais potente (MARTINEZ, 2002). 

No Brasil, nos últimos anos, com o crescimento da agricultura orgânica e 

agroecológica, muitas plantas com atividade inseticida vêm sendo utilizadas, no 

controle de insetos na lavoura e em animais, em substituição aos inseticidas 

sintéticos. Entre as principais plantas que estão sendo utilizadas citam-se: a Ruta 

graveolens (arruda), Melia azedarach (cinamomo), Annona reticulata (anona), 

Piptadenia spp. (angico), Allium sativum (alho), Derris urucu (timbó), Lupinus albus 

(tremoço), 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. 

Vários compostos de produtos naturais vêm sendo estudados 

principalmente em nível 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 gênero Calea e seu potencial farmacológico 

O Brasil é um país que possui imensa diversidade biológica, com mais de 

10% de todos os organismos descritos na Terra, sendo particularmente rica a sua 

flora medicinal. Apesar disso, existe ainda um imenso número de plantas brasileiras 

que permanecem sem quaisquer estudos químicos ou biológicos, apresentando 

potencial para o desenvolvimento de novos fármacos (BOLZANI et al., 1999;  

ALVES et al., 2000) ou que são usadas empiricamente, sem respaldo cientifico 

quanto à eficácia e segurança. Tal potencial serve de incentivo para o estudo com 

plantas, visando sua utilização como fonte de recursos terapêuticos, pois o reino 

vegetal representa, em virtude da pouca quantidade de espécies ainda estudadas, 

um vasto celeiro de moléculas a serem descobertas. 

Atualmente, várias plantas e seus componentes vêm sendo estudados, 

entre as quais se destacam as plantas do gênero Calea L. Este gênero pertence à 

tribo Heliantheae, família Asteraceae (=Compositae); constituído por 

aproximadamente 110 espécies, as quais estão distribuídas no México e em vários 

países 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 

biológicas já foram descritas para extratos preparados com plantas deste gênero, 

considerando as suas diferentes espécies. A espécie C. zacatechichi apresenta 

atividade antiinflamatória e leischimanicida; C. glomerata, vasodilatadora; C. 

platylepis, antimicrobiana; C. uniflora, antiparasitária e antifúngica e C. urticifolia, 

citotóxica in vitro com indução 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, não existem trabalhos sobre os seus componentes 

químicos e como eles atuam sobre os carrapatos e mamíferos. 

 

1.3.2 Calea serrata como carrapaticida   

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

cobra”, “chá amargo” ou “quebra-tudo”, tem ocorrência natural no sul do Brasil. A 

planta é usada em rituais religiosos e popularmente com propósitos medicinais, para 

tratar úlceras e doenças do fígado (SIMÕES et al., 1990, VENDRUSCOLO e 

MENTZ, 2006).  

Estudos fitoquímicos prévios realizados por Steinbeck et al. (1997) 

revelaram a presença de cromenos (eupatoriocromeno e precoceno II) no extrato 

hexano de Calea serrata. Hypericum polyanthemum, pertencente à família 

Hipericaceae (Guttiferae), também apresenta cromenos (benzopiranos) em sua 

constituição química. Vários cromenos têm demonstrado ações inseticidas e 

acaricidas (CORDELL, 1995).  Precoceno II pode afetar o sistema endócrino de 

insetos, agindo como antagonistas do hormônio juvenil (BOWERS et al., 1976; 

PAMO et al., 2004). A regulação endócrina do ciclo de vida dos insetos é feita 

através de hormônios como os ecdisteróides (ecdisona e 20-hidroecdisona), 
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hormônio juvenil e neuropeptídeos. Em carrapatos, os ecdisteróides têm um 

importante papel na regulação endócrina do seu desenvolvimento e reprodução. No 

entanto, em carrapatos não está comprovada a ocorrência do hormônio juvenil ou de 

moléculas que se assemelhem aos mesmos (NEESE et al., 2000). Assim, outros 

mecanismos de ação devem ser investigados. 

Existem várias estratégias para determinar a atividade de produtos 

naturais e fazer o isolamento das substâncias ativas presentes. Pode-se iniciar com 

extratos brutos da planta, preparados com solventes como hexano, diclorometano, 

acetato de etila, metanol e água. Posteriormente os extratos ativos são fracionados 

por cromatografia e as frações obtidas são testadas, repetindo-se o processo até 

obtenção da(s) substância(s) ativa(s) (VIEIRA, FERNANDES e ANDREI, 2003). 

No caso dos óleos voláteis, para se obter os seus constituintes químicos, 

o método mais usado é o de arraste em vapor de água. Os óleos voláteis possuem 

tensão de vapor mais elevada que a água, sendo, por isso, arrastados pelo vapor 

d’água. Em pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger para realizar a 

separação óleo/ água. O óleo volátil obtido, após separar-se da água, deve ser seco 

com sulfato de sódio anidro, por exemplo. Este procedimento, embora clássico, pode 

levar à formação de artefatos em função da temperatura empregada. 

Preferencialmente, este método é utilizado para extrair óleos de plantas frescas 

(SIMÕES e SPITZER, 2003). Quimicamente, a grande maioria dos óleos voláteis é 

constituída de derivados fenilpropanóides ou de terpenos, sendo que estes últimos 

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

A etapa de validação de uma planta envolve vários testes que visam 

confirmar a sua eficácia e determinar a segurança de sua utilização em organismos 

vivos. Os testes de eficácia podem ser realizados in vitro e in vivo. Os testes de 

margem de segurança são normalmente realizados em animais de laboratório e 

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

 

Testes de eficácia in vitro 

Estes testes servem como uma indicação inicial da atividade que está 

sendo pesquisada e, quando utilizados no início de uma triagem, permitem 

selecionar as plantas que apresentam melhores resultados, diminuindo gastos, 

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

Para determinação do potencial carrapaticida de plantas podem ser 

realizados os testes in vitro usando teleóginas, ovos ou larvas. No caso das larvas, 

dentre os testes in vitro para identificar atividade carrapaticida, pode ser realizado o 

teste de imersão 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 Específicos  

- Estudar os componentes químicos do óleo essencial de Calea serrata. 

- Analisar a atividade larvicida do precoceno II, componente majoritário do extrato n- 

hexano e do óleo 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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2 ARTIGOS CIENTÍFICOS 

CAPÍTULO 1 – Acaricidal properties of the essential oil and precocene II obtained 

from Calea serrata (Asteraceae) on the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus (Acari: Ixodidae). 

Artigo publicado em Veterinary Parasitology, v. 179, n.1, p.195-198, 2011. 
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CAPÍTULO 2 – Effect of Calea serrata Less. n- hexane extract on 

acetylcholinesterase of larvae ticks and brain Wistar rats. 

Artigo publicado em Veterinary Parasitology, v. 189, n., p.322-326, 2012. 
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 CAPÍTULO 3 – Effect of Calea serrata on Glutathione S- transferase activity of 

larvae from Rhipicephalus (Boophilus) microplus.  

Artigo submetido à revista Veterinary Parasitology, segundo normas em anexo 

(ANEXO I). 
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3 DISCUSSÃO 

Do ponto de vista econômico, no Brasil o carrapato R. microplus é sem 

contestação  o principal parasito dos bovinos, já que os danos decorrentes de seu 

parasitismo se refletem  nos índices produtivos desses animais, causando prejuízos 

econômicos que são estimados em 2 bilhões de dólares anuais (GRISI et al., 2002).  

O método mais usado para o controle desse carrapato é a aplicação de produtos 

químicos nos animais durante a fase parasitária, porém, o controle baseado 

exclusivamente em produtos químicos, torna-se cada vez mais difícil, devido à 

capacidade dos mesmos de selecionar populações de carrapatos resistentes. A 

partir da década de 1950, com o surgimento de problemas relativos à resistência aos 

produtos arsenicais, uma sucessão de produtos com bases acaricidas diferentes 

foram surgindo no mercado mundial para fazer frente aos problemas da resistência 

(GONZALES, 2003). Isto obriga os pesquisadores a buscarem continuamente 

métodos alternativos de controle e aplicá-los de forma integrada no combate ao R. 

microplus. Contudo, a toxicidade de uma substância química em carrapatos não a 

qualifica necessariamente como um carrapaticida. Diversas propriedades devem 

estar associadas à atividade, tais como eficácia mesmo em baixas concentrações, 

ausência de toxicidade frente a mamíferos e animais superiores, fácil obtenção, 

manipulação e aplicação, viabilidade econômica e não ser cumulativa no tecido 

adiposo humano e de animais domésticos (CORDOVÉS, 1996). Fica evidente que 

as características citadas referem-se àquele carrapaticida tido como ideal.  

Cabe destacar que formulações parasiticidas de origem vegetal permitem 

a expansão de sistemas produtivos orgânicos, podendo ser usadas também como 

um complemento terapêutico em sistemas produtivos convencionais (VIEIRA; 
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CAVALCANTE, 1999; OLIVO et al., 2009). O óleo emulsionável de Neem, em 

concentração a 2%, demonstrou significativo potencial adjuvante no controle do 

carrapato bovino, pois, além de ocasionar a mortalidade das fêmeas ingurgitadas, 

nos primeiros dias após o tratamento, interfere na sua reprodução, mostrando ser 

uma alternativa aos carrapaticidas normalmente utilizados (FORTI BROGIO-

MICHELLETTI et al., 2010). Como as plantas possuem vários compostos ativos, 

com diferentes mecanismos de ação, agindo sinergicamente, sugere-se que os 

extratos brutos de plantas poderiam induzir menor resistência (BALANDRIN et al., 

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

Nosso trabalho corrobora a hipótese de que as plantas podem ser 

importantes fontes de compostos carrapaticidas. Recentemente, demonstramos que 

o extrato n-hexano de C. serrata possui atividade larvicida em R. microplus 

(RIBEIRO et al., 2008). Neste caso, a referida atividade foi atribuída à presença de 

cromenos (eupatoriocromeno e precoceno II), mostrados anteriormente como os 

seus principais componentes através de análise fitoquímica em extratos lipofílicos 

(STEINBECK et al., 1997). Corroborando com esta hipótese, podemos citar os 

estudos efetuados por Pamo et al. (2004; 2005), os quais  verificaram um efeito 

carrapaticida do óleo essencial  obtido de flores de Ageratum houstonianum sobre R. 

lunulatus, atribuindo tal toxicidade aos cromenos ou a uma ação sinérgica entre 

estes compostos e outros constituintes do óleo essencial.  

 

É interessante destacar que o óleo essencial de C. serrata apresentou 

atividade larvicida em R. microplus, sendo mais ativo do que o extrato n-hexano e 

que o precoceno II isolado de C. serrata. Assim, podemos sugerir um efeito sinérgico 

entre o precoceno II e os demais componentes do óleo.  Os óleos essenciais são 
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originados do metabolismo secundário das plantas e possuem composição química 

complexa, destacando-se a presença de terpenos e fenilpropanóides (GONÇALVES 

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 reforça a importância do estudo fitoquímico de 

plantas bioativas.  

No óleo essencial de C. serrata, além do precoceno II, 18 outros 

compostos foram identificados, sendo a maioria do grupo dos hidrocarbonetos 

sesquiterpênicos. Após o precoceno II (29,6%), os principais compostos 

identificados foram germacreno D (26,4%), β–selineno (10%) e biciclogermacreno 

(7,4%). Dentre os constituintes identificados neste óleo, o germacreno D já 

demonstrou atividade larvicida sobre Aedes aegypti e Anopheles stephensi (KIRAN 

et al., 2006) e inibição da atividade  do ferormônio de alarme em afídeos (BRUCE et 

al., 2005). 

Em insetos, o precoceno II pode afetar o sistema endócrino, agindo como 

antagonistas do hormônio juvenil (BOWERS et al., 1976; PAMO et al., 2004), porém 

em carrapatos, não está comprovada a ocorrência deste hormônio ou molécula com 

efeito semelhante (NEESE et al., 2000).  Na busca do mecanismo de ação, 

verificamos a modulação 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 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005302#b0080
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005302#b0080
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concentrações testadas. Estudos prévios têm mostrado que tanto hidrocarbonetos 

monoterpênicos como os sesquiterpênicos podem apresentar um efeito inibitório 

sobre AChE (LOIZZO et al., 2008; 2010). Além disso, Savelev et al. (2003) 

descreveram uma complexa interação entre os constituintes terpenóides de Salvia 

lavandulaefolia,  sendo que tais componentes podem produzir tanto efeitos 

sinergistas como antagonistas sobre a atividade da AChE, dependendo da 

concentração e da proporção entre eles. Assim, além da avaliação de cada fração 

isolada, há necessidade de se verificar quais componentes podem ainda atuar como 

sinergistas do precoceno II.  

Os inseticidas/ acaricidas organofosforados são conhecidos por causar 

efeitos tóxicos diretos nos seres humanos e em outros mamíferos, o qual ocorre pela 

inibição da atividade da AChE provocando o acúmulo de ACh na fenda sináptica do 

sistema nervoso autônomo, no sistema nervoso central e na junção neuromuscular, 

induzindo efeitos periféricos e centrais, decorrente da estimulação dos receptores 

muscarínicos e nicotínicos. A inibição da atividade da AChE em mais de 30-50% 

geralmente produz os sinais clássicos e bem-estabelecidos da crise colinérgica 

aguda (ECOBICHON, 2001), os quais podem progredir e ocasionar paralisia 

respiratória periférica e central, responsáveis pelas mortes associadas a intoxicação 

pelos organofosforados.  

A maioria dos compostos organofosforados é altamente solúvel em 

lípidos, sendo facilmente absorvidos a partir da pele, mucosas orais, conjuntiva, 

sistema gastrintestinal e respiratório. O início, a gravidade e duração da intoxicação 

são determinados pela dose, via de exposição, propriedades físico-químicas destes 

compostos, taxa de biotransformação e se o envelhecimento da AChE fosforilada 

ocorre rapidamente  (KARALLIEDDE; EDWARDS e MARS, 2003). Estudos recentes 
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revelaram que o estresse oxidativo pode ser um componente importante do 

mecanismo de intoxicação dos organofosforados (ALTUNTAS et al.,  2004; 

DANDAPANI et al., 2003; BÜYÜKOKUROĞLU et al., 2008a,b). Compostos 

organofosforados podem causar estresse oxidativo levando a geração excessiva de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e alterações no sistema antioxidante e na sua 

eliminação (MILATOVIC, GUPTA e ASCHNER, 2006). 

O sistema colinérgico é uma das mais importantes vias de modulação do 

SNC, estando envolvido em várias funções vitais como aprendizado, memória, 

motivação, recompensa, fluxo sanguíneo cerebral e processamento sensorial e 

motor (MESULAM et al., 2002; SOFUOGLU e MOONEY, 2009). Salvi et al. (2003) 

realizaram avaliações clínicas, neuropsiquiátricas e laboratoriais em fumicultores e 

evidenciaram que a exposição crônica a baixos níveis de organofosforados pode 

produzir sintomas neuropsiquiátricos, mesmo em níveis normais de atividade da 

enzima acetilcolinesterase. 

O extrato n- hexano de C. serrata nas concentrações testadas também 

inibiu a atividade in vitro da AChE  em estruturas cerebrais (córtex frontal, estriado e 

hipocampo) de ratos Wistar, apresentando diferença significativa em relação ao 

controle nas concentrações de 3,0 e 1,5 mg/mL. Com isso podemos sugerir que o 

extrato n-hexano de C. serrata possa causar efeitos colaterais colinérgicos e em 

conseqüência ser tóxico para os mamíferos, contudo ensaios in vivo devem ser 

realizados.  Com isso, estudos in vivo com o extrato n-hexano de C. serrata e seus 

compostos individuais são necessários para confirmar a sua toxicidade para os 

mamíferos, pois dependendo de alguns fatores, como por exemplo, da via de 



  

 

62 

absorção, os acaricidas inibidores da AChE podem interferir no metabolismo e 

excreção e em conseqüência na  toxicidade do extrato.  

Por outro lado, a hipofunção colinérgica tem sido associada a prejuízos 

cognitivos característicos de doenças neurodegenerativas como a Doença de 

Alzheimer. Assim o tratamento com inibidores da AChE, que aumenta os níveis de 

ACh, é a principal estratégia no manejo da Doença de Alzheimer (BALLARD et al., 

2005).  

A AChE é um alvo efetivo para os acaricidas organofosforados e 

carbamatos. Alterações estruturais na AChE, resultando na insensibilidade da 

enzima é um importante mecanismo para o desenvolvimento de resistência 

(FOURNIER e MUTÉRO, 1994).  Além da insensibilidade da enzima alvo, enzimas 

de detoxicação também colaboram para a tolerância aos acaricidas. A detoxicação 

de xenobióticos se dá normalmente em duas fases. A fase I consiste em reações de 

oxidação, redução ou hidrólise, e os produtos formados são em geral mais reativos 

que os iniciais. A fase II consiste na conjugação destas substâncias reativas, 

provenientes da fase I, a fim de serem eliminadas do organismo como substâncias 

inertes (SIROKÁ e DRASTICHOVÁ, 2004). O citocromo P450 (CYP450) representa 

a principal via metabólica de biotransformação da Fase I, através de suas mais de 

500 isoenzimas e fazem parte do sistema de oxidases de função múltipla (LIN e LU, 

1998). 

A glutationa S-transferase (GST) é uma enzima essencial para a proteção 

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 conjugação da glutationa 
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reduzida (GSH) a uma gama de substratos hidrofóbicos eletrofílicos, durante a fase 

II da biotransformação. Diversas GSTs foram caracterizadas, associadas à 

metabolização de compostos xenobióticos e toxinas. Além de participarem em 

processos de desintoxicação por formação de conjugados com a GSH, as GSTs 

possuem papel importante no metabolismo de produtos secundários, incluindo a 

estabilização de flavonóides; atuam com a peroxidase na redução de hidroperóxidos 

a monohidróxi-álcool durante o estresse oxidativo (DIXON e LAPTHORN, 2002).  

As GSTs são codificadas por uma superfamília de genes, cada uma 

produzindo isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de 

catalisarem reações similares, as GSTs possuem pouca identidade de seqüência de 

aminoácidos, e estão presentes no citosol de muitas células catalisando a 

conjugação do tripeptídeo glutationa em uma variedade de compostos (RIOL et al., 

2001). A atividade aumentada de GSTs possibilita que os xenobióticos e toxinas 

sejam mais rapidamente metabolizados e excretados, sendo sugerido em insetos 

como uma forma de resistência contra várias classes de inseticidas.  

Neste trabalho, o extrato hexano de C. serrata inibiu in vitro 

significativamente a GST na concentração de 3,0 mg/mL nas larvas de R. microplus.  

Interessante destacar que a inibição da GST pode comprometer o processo de 

detoxicação do (s) composto(s) e assim aumentar os níveis intracelulares dos 

mesmos. No caso, também se verificou inibição da AChE nesta concentração. 

Assim, a inibição da AChE combinada com redução do processo de detoxicação do 

extrato n-hexano de C. serrata podem ser responsáveis pela sua toxicidade. Além 

disso, como extrato hexano de C. serrata inibiu a atividade da GST, é possível que 

este extrato também possa contribuir como uma estratégia para aumentar a 
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eficiência de outros produtos carrapaticidas (EL-DEMERDASH, 2011), 

especialmente em situações de resistência. No entanto, para permitir o uso deste 

extrato com os produtos convencionais, outros estudos serão necessários para 

explorar o seu potencial de interação com tais produtos e delinear os mecanismos 

de ação subjacentes. 

3.1 Conclusões 
 

 

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que: 
 
 
1- O precoceno II isolado do extrato n-hexano demonstrou ser tóxico para 

as larvas de R. microplus; 

 

2- O óleo essencial de C. serrata demonstrou ser tóxico para as larvas de 

R. microplus;  

 

3- A maior toxicidade apresentada pelo óleo essencial sobre o precoceno 

II, isolado a partir do extrato n-hexano de C. serrata, em larvas de R. microplus, 

pode ser resultante de um efeito sinérgico do precoceno II  com componentes 

sesquiterpênicos presentes no óleo essencial; 

 

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

de R. microplus, o que pode estar vinculado à 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 mamíferos.  
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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 à toxicidade observada; podemos 

sugerir também que compostos deste extrato podem ser adjuvantes para aumentar 

a eficiência de outros produtos inseticidas/ carrapaticidas,  especialmente em 

situações de resistência. 

 

3.2 Perspectivas 
 
 

A etapa seguinte deste trabalho consistirá na determinação da atividade 

acaricida dos constituintes do óleo essencial e associações, além da modulação das 

atividades da AChE e da GST por diferentes frações do extrato n-hexano. Estudos in 

vivo com o extrato n-hexano de C. serrata e seus compostos individuais poderão ser 

realizados aguda e cronicamente em ratos Wistar. Outros mecanismos de ação 

poderão ser investigados, destacamos estudos histopatológicos. 
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Parasitology College (EVPC) and the World Association for the Advancement of 
Veterinary Parasitology (WAAVP). 
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1. Original research papers (Regular Papers) 

2. Review articles 
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4. Short Communications 
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Original research papers should report the results of original research. The material should not 
have been previously published elsewhere, except in a preliminary form. 
 

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active 

current interest. They may be submitted or invited. 
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Short Communications should consist of original observations or new methods within the scope of 

the journal. Reports of observations previously published from different geographical areas may be 

accepted only if considered sufficiently unusual or noteworthy. The Communications should be 

concise with the minimum of references, and cover no more than four pages of the journal; they 
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necessary for their comprehension. 

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are 

welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editors-in-Chief. It is 

http://www.aavp.org/
http://www.aavp.org/
http://www.eurovetpar.org/
http://www.eurovetpar.org/
http://www.waavp.org/
http://www.waavp.org/


  

 

81 

hoped that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit 
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Book reviews will be solicited by the Book Review Editor. 
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list, as well as a category designation (Original Research Paper, Short Communication, and so on). 
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procedure using Elsevier Editorial System. 

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial System. 

 

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being 

considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved the 

paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of the article by the 

journal, the author(s) will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher. This 

transfer will ensure the widest possible dissemination of information. 

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception 

and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting 
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4. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line, 

without indentation. Use lower-case letter type. 

5. SI units should be used. 

6. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and 
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Abstracts 
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Tables 

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large 
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2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more 

tables. 
3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include 
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Illustrations 

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files, 
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3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. Illustrations 
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4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible. Any 
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9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared free-of-

charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of whether or not 
these illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour illustrations can only be 
included in print if the additional cost of reproduction is contributed by the author: you would 
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. 
Please note that because of technical complications which may arise by converting colour figures to 
'grey scale' (for the printed version, should you not opt for colour in print), you should submit in 
addition usable black and white figures corresponding to all colour illustrations. 

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL: 
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Preparation of supplementary data 
 
Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific 

research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound 
clips and more. Supplementary files supplied will be published free of charge online alongside the 
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http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, 
please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors should 
submit the material together with the article and supply a concise and descriptive caption for each 

file. For more detailed instructions please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
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