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RESUMO  

 
SILVA, G.D. Efeitos carrapaticida e anti-helmíntico de alcaloides in vitro sobre parasitos 

de ruminantes e citotoxicidade. Salvador, Bahia, 2020. 123p. Tese (Doutor em Ciência 

Animal nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia – Universidade Federal 

da Bahia, 2020. 

A utilização inadequada de antiparasitários tem favorecido à seleção de parasitos resistentes 

aos produtos químicos comerciais, o que tem incentivado pesquisas sobre a investigação de 

compostos obtidos de plantas para o controle das parasitoses dos animais. O objetivo deste 

estudo foi avaliar in vitro a atividade antiparasitária e citotoxicidade dos alcaloides berberina, 

harmalina e piperina sobre parasitos de ruminantes. Os alcaloides utilizados neste estudo 

foram obtidos comercialmente, e suas atividades carrapaticida e anti-helmíntica foram 

investigadas contra larvas de Rhipicephalus microplus e nematoides gastrintestinais (NGI) de 

caprinos, respectivamente. Para a avaliação carrapaticida dos alcaloides foi utilizado o teste 

de imersão de larvas, enquanto que na avaliação anti-helmíntica foram empregados os testes 

de eclosão de ovos (TEO) e motilidade larvar (TML). Foram também investigados, a relação 

entre o efeito carrapaticida e a inibição in vitro (espectrofotometria) e in silico (acoplamento e 

dinâmica molecular) da enzima acetilcolinesterase de R. microplus (RmAChE) e os possíveis 

efeitos citotóxicos destes alcaloides em cultivo de células Vero através do teste de brometo de 

3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difenitetrazólio (MTT). Na avaliação carrapaticida, tanto a 

berberina (97%) quanto a piperina (98%) apresentaram atividade superior a 95%, não 

diferindo do controle positivo (fipronil, 100%, p > 0,05). Na mesma concentração (24 mM), 

apenas o tratamento com a harmalina resultou em baixa atividade carrapaticida (32,75%). A 

maior atividade anticolinesterásica in vitro foi observada para a berberina (CI50 = 88,13 µM, 

concentração inibitória 50%), enquanto a piperina apresentou baixa atividade inibitória da 

RmAChE (CI50 > 200 µM). Evidências obtidas no estudo in silico com a berberina e a 

RmAChE sugerem que este alcaloide preenche preferencialmente o sítio aniônico periférico 

(PAS) da enzima. Os resultados da avaliação anti-helmíntica revelaram que a berberina, a 

harmalina e a piperina apresentaram atividade ovicida com valores de concentração efetiva 

50% (CE50) iguais a 1,32; 1,6 e 0,0074 mM, respectivamente. No TML, apenas o alcaloide 

berberina apresentou eficácia larvicida com percentual de inibição da motilidade larvar igual a 

98,17% (2,69 mM). Na avaliação citotóxica, os três alcaloides apresentam reduzida toxicidade 

para células Vero, com efeito citotóxico inferior a 50%. Estes resultados sugerem que os 

alcaloides berberina e piperina apresentam potencial antiparasitário com baixa toxicidade para 

células de mamíferos, e o provável mecanismo de ação carrapaticida da berberina está 

relacionado à inibição da enzima acetilcolinesterase de R. microplus. 

 

Palavras-chave: bovinos, caprinos, berberina, harmalina, piperina  
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ABSTRACT 

 

SILVA, G.D. Acaricidal and anthelmintic effects of alkaloids in vitro on ruminants 

parasites and cytotoxicity. Salvador, Bahia, 2020. 123p. Tese (Doutor em Ciência Animal 

nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia – Universidade Federal da Bahia, 

2020. 

The inappropriate use of antiparasitic agents has favored the selection of parasites resistant to 

commercial chemical products, which has encouraged research on the investigation of 

compounds obtained from plants for the control of animal’s parasites. The aim of this study 

was to evaluate in vitro the antiparasitic activity and cytotoxicity of berberine, harmaline and 

piperine alkaloids on ruminant’s parasites. The alkaloids used in this study were obtained 

commercially, and their acaricidal and anthelmintic activities were investigated against 

Rhipicephalus microplus larvae and gastrointestinal nematodes (GIN) of goats, respectively. 

For the acaricidal evaluation of the alkaloids, the larval immersion test was used, while in the 

anthelmintic evaluation, the egg hatch (EHA) and larval motility (LMA) assay were used. The 

relationship between the acaricidal effect and the in vitro (spectrophotometry) and in silico 

(docking and molecular dynamics) inhibition of R. microplus acetylcholinesterase (RmAChE) 

and the possible cytotoxic effects of these alkaloids in Vero cell (MTT test) were also 

investigated. In the acaricidal evaluation, both berberine (97%) and piperine (98%) showed 

activity greater than 95%, not differing from the positive control (fipronil, 100%, p > 0.05). 

At the same concentration (24 mM), only treatment with harmaline resulted in low larvicidal 

activity (32.75%). The highest anticholinesterase activity in vitro was observed for berberine 

(IC50 = 88.13 µM, inhibitory concentration 50%), while piperine showed low inhibitory 

activity of RmAChE (IC50 > 200 µM). Evidence obtained in the in silico study with berberine 

and RmAChE 1 suggests that this alkaloid fills preferentially the peripheral anionic site (PAS) 

of the enzyme. The results of the anthelmintic evaluation revealed that berberine, harmaline 

and piperine showed ovicidal activity with values effective concentration 50% (EC50) equal to 

1.32, 1.6 and 0.0074 mM, respectively. In LMA, only the berberine alkaloid showed 

larvicidal efficacy with a percentage of larval motility inhibition equal to 98.17% (2.69 mM). 

In cytotoxic evaluation, the three alkaloids have reduced toxicity to Vero cells, with a 

cytotoxic effect of less than 50%. These results suggest that the alkaloids berberine and 

piperine have antiparasitic potential with low toxicity for mammalian cells, and the likely 

mechanism of acaricidal action of berberine is related to the inhibition of the 

acetylcholinesterase enzyme of R. microplus. 

 

Keywords: cattle, goats, berberine, harmaline, piperine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O Brasil apresenta um dos maiores rebanhos de bovinos do mundo, com 

aproximadamente 214 milhões de cabeças. Deste efetivo, 13% estão localizados na região 

Nordeste, com predominância para o Estado da Bahia, que dispõe do maior rebanho desta 

região com 35,72%. Em relação ao rebanho caprino, o país é detentor de aproximadamente 11 

milhões de cabeças, com destaque para a região Nordeste, com o maior percentual deste 

rebanho (94,5%). O Estado da Bahia participa com 32,79% do efetivo nordestino, sendo o 

maior produtor nesta região (IBGE, 2019). Fatores relacionados ao manejo inadequado dos 

animais, associado às características climáticas altamente favoráveis à ocorrência de parasitos, 

têm propiciado o estabelecimento de doenças como as ixodidioses e nematodioses 

gastrintestinais em bovinos e caprinos, respectivamente, contribuindo para elevadas perdas 

econômicas (GRISI et al., 2002; SÁ e SÁ, 2004; GRISI et al., 2014).  

 Em bovinos, altas infestações pelo carrapato Rhipicephalus microplus leva à redução 

na produção de leite e carne, diminuição do ganho de peso, depreciação do couro e 

mortalidade dos animais, principalmente em decorrência da sua atuação como vetor na 

transmissão dos agentes causadores da babesiose e anaplasmose bovina (BANUMATHI et al., 

2017).  

 As infecções por nematoides gastrintestinais em caprinos são responsáveis pela 

redução na ingestão de alimentos com consequentes reduções do crescimento, ganho de peso, 

desempenho reprodutivo e produção de leite (VAN HOUTERT e SYKES, 1996; SANTOS et 

al., 2019). O helminto Haemonchus contortus é o parasito mais prevalente nas infecções de 

pequenos ruminantes no Brasil (BORGES et al., 2015; KANETO et al., 2016), e por ter 

hábito alimentar hematófago, pode causar anemia severa, edema submandibular e letargia, 

podendo levar os animais a óbito em infecções maciças (WALLER et al., 1996).  

 O principal método de controle destas parasitoses é por meio da utilização de produtos 

carrapaticidas e anti-helmínticos químicos comerciais. Entretanto, o uso excessivo e 

inadequado desses produtos tem selecionado populações de parasitos resistentes aos mesmos 

(ROEBER, JEX e GASSER, 2013) e contribuído para aumentar o risco de contaminação do 

ambiente e alimentos de origem animal com seus resíduos (GONÇALVES et al., 2016). Estes 

fatores têm incentivado pesquisas sobre a busca de novas moléculas ativas, que sejam menos 

tóxicas e mais eficientes. Plantas geralmente contêm uma ampla variedade de compostos que 

podem ser testados como fonte alternativa de tratamento promissor no controle de parasitos 

(TORRES et al., 2014, ROSADO-AGUILAR et al., 2017; ADENUBI et al., 2018). As 
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atividades farmacológicas de plantas podem ser atribuídas a um ou mais compostos químicos 

produzidos pelo metabolismo secundário da planta, e que estão diretamente envolvidos com 

mecanismos de defesa e adaptação das plantas ao meio ambiente (SANTOS, 2010). 

Dentre os vários compostos ativos vegetais incluem-se os alcaloides, metabólitos 

secundários que apresentam na sua estrutura química um anel heterocíclico com um ou mais 

átomos de nitrogênio (ROBERTS e WINK, 1998; ANISZEWSKI, 2007). Berberina, piperina 

e harmalina são alcaloides farmacologicamente ativos e encontrados em diferentes espécies de 

plantas. A berberina é um composto amplamente distribuído no reino vegetal (famílias 

Berberidaceae, Papaveraceae e Ranunculaceae) (KIM et al., 2004; ASAI et al., 2007; 

ANDOLA et al., 2010) com ações antiprotozoária (SOFFAR et al., 2001), anti-helmíntica 

(SATOU et al., 2002), antibacteriana (DZIEDZIC, WOJTYCZKA e KUBINA, 2015), 

antiviral (LUGANINI et al., 2019), antifúngica (SINGH et al., 2001), antitumoral (LU et al., 

2015; KAUR et al., 2016), neuroprotetora (HE et al., 2017) e anticolinesterásica (KIM et al., 

2004; JUNG et al., 2009; EL-WAHAB et al., 2013; ROSELLI et al., 2016; HUSSIEN et al., 

2018; BALKRISHNA et al., 2019; KONG et al., 2019).  

A piperina pode ser isolada principalmente dos frutos de espécies do gênero Piper sp. 

(SEMLER e GROSS, 1988) e apresenta atividades farmacológicas que incluem ação 

inseticida (SAMUEL et al., 2016), antitumoral (GREENSHIELDS et al., 2015; 

GUNASEKARAN, ELANGOVAN e DEVARAJ, 2017), carrapaticida (CHAGAS et al., 

2012; KUMAR et al., 2012), anti-helmíntica (SUDHAKAR et al., 2013), imunomoduladora 

(SHENOY et al., 2014; DOUCETTE et al., 2015) e anticolinesterásica 

(CHONPATHOMPIKUNLERT, WATTANATHORN e MUCHIMAPURA, 2010; DAHIYA 

et al., 2018).  

O alcaloide harmalina pode ser obtido das sementes e frutos da Peganum harmala, 

(BOURNINE et al., 2017) e tem atividades antifúngica e antibacteriana (NENAAH 2010), 

carrapaticida (SHANG et al., 2016), anticolinesterásica (YANG et al., 2015a), antitumoral 

(BOURNINE et al., 2017) e inibição da enzima monoamina oxidase (NASEHI al., 2015).   

 A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima essencial para o funcionamento do 

sistema nervoso dos artrópodes e sua inibição leva à paralisia neuromuscular e consequente 

morte do parasito (TAN et al., 2011). A inibição desta enzima corresponde ao mecanismo de 

ação dos carrapaticidas sintéticos organofosforados e carbamatos disponíveis comercialmente 

e frequentemente utilizados na Medicina Veterinária (GUERRERO, LOVIS e MARTINS, 

2012). No carrapato R. microplus três AChEs (RmAChE 1, RmAChE 2 e RmAChE 3) foram 
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descritas, as quais apresentam diferentes propriedades cinéticas, sugerindo que estas enzimas 

desempenham diferentes funções no carrapato (TEMEYER et al., 2010).  

Nenhum relato sobre as atividades carrapaticida contra R. microplus e anti-helmíntica 

sobre nematoides gastrintestinais de caprinos foram descritos até o momento para a berberina, 

piperina e harmalina, havendo apenas uma citação para a piperina (CHAGAS et al., 2012). 

Além disso, estes três alcaloides apresentam comportamento inibitório contra AChEs de peixe 

e/ou roedores, o que justificou a realização deste trabalho que visa contribuir para o 

desenvolvimento de novos carrapaticidas e anti-helmínticos eficazes e seguros. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

 Avaliar in vitro a atividade antiparasitária e citotoxicidade dos alcaloides berberina, 

harmalina e piperina sobre ecto e endoparasitos de ruminantes. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar in vitro a atividade carrapaticida dos alcaloides berberina, harmalina e piperina em 

larvas de R. microplus; 

 Avaliar in vitro a atividade anticolinesterásica dos alcaloides berberina, harmalina e piperina 

em larvas de R. microplus; 

 Avaliar in vitro a atividade anti-helmíntica dos alcaloides berberina, harmalina e piperina 

sobre nematoides gastrintestinais de caprinos em ensaios de eclosão de ovos e motilidade 

larvar; 

 Avaliar in vitro a citotoxicidade dos alcaloides berberina, harmalina e piperina em cultivos de 

células Vero; 

 Avaliar in silico as interações dos alcaloides berberina, harmalina e piperina no sítio ativo da 

enzima acetilcolinesterase de R. microplus através do acoplamento (docking) e dinâmica 

molecular.  
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3 HIPÓTESES 

 

 Os alcaloides berberina, harmalina e piperina têm efeito carrapaticida sobre larvas de R. 

microplus com mecanismo de ação anticolinesterásico; 

 Os alcaloides berberina, harmalina e piperina têm ação anti-helmíntica sobre ovos e larvas 

infectantes dos nematoides gastrintestinais de caprinos; 

 Os alcaloides berberina, harmalina e piperina têm baixa toxicidade em células Vero. 

 

4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1 Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) 

 

 O carrapato dos bovinos Rhipicephalus microplus é um ectoparasito hematófago com 

ampla distribuição mundial e grande importância econômica (ANGUS, 1996; BANUMATHI 

et al., 2017). Esta espécie de carrapato parasita preferencialmente bovinos, embora, outros 

animais também possam ser hospedeiros (BARROS-BATTESTI, ARZUA e BECHARA, 

2006). As infestações por este carrapato estão associadas a perdas econômicas na pecuária 

bovina, devido à redução na produção de leite e carne, diminuição do ganho de peso, 

depreciação do couro e mortalidade dos animais. O carrapato R. microplus também pode atuar 

como vetor na transmissão de protozoários como Babesia bigemina e B. bovis, bem como 

bactérias da espécie Anaplasma marginale, que são os agentes etiológicos do Complexo da 

Tristeza Parasitária Bovina (TPB) (JONSSON, 2006; BANUMATHI et al., 2017). Segundo 

Rodrigues e Leite (2013), infestações maciças por esta espécie de carrapato diminuem a 

produção leiteira com redução anual média de 90 L de leite/vaca. No Brasil, este carrapato é 

responsável por prejuízos econômicos anuais estimados em 3,2 bilhões de dólares, ficando 

atrás apenas dos nematoides gastrintestinais com 7,1 bilhões (GRISI et al., 2014). De acordo 

com Andreotti, Garcia e Koller (2019), o controle deste carrapato é importante para o 

aumento da produção e rentabilidade do sistema de criação do rebanho.  

 Ao contrário de outros carrapatos, o ciclo biológico de R. microplus (Figura 1) é 

realizado em um único hospedeiro (ciclo monoxeno), onde são realizadas duas mudas no 

mesmo animal, do estágio larvar para ninfa e de ninfa para adulto. Este carrapato apresenta 

duas fases distintas em seu ciclo de vida: a fase parasitária, no hospedeiro, e a fase não 

parasitária (vida livre), ocorrendo no meio ambiente. O ciclo se inicia com a fêmea 

ingurgitada (teleógina), que se desprende do bovino, cai ao solo e realiza a oviposição cerca 
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de três dias depois. A eclosão das larvas ocorre cerca de 21 dias após a completa postura dos 

ovos. As larvas ativas migram para as extremidades das folhas no pasto a procura do 

hospedeiro. Em contato com o bovino, a larva se fixa e inicia sua alimentação (6-8 dias). Em 

seguida, mudam para ninfas, que após um período de 9-16 dias, sofre nova muda atingindo o 

estágio adulto com diferenciação sexual para machos ou fêmeas. Durante o ingurgitamento da 

fêmea ocorre o acasalamento. A fase parasitária dura em média 21 dias, desde a fixação das 

larvas no bovino até a queda da teleógina ao solo, sendo que os machos permanecem no 

hospedeiro por um período maior para a realização de novas cópulas (GONZALES, 1974; 

FARIAS et al., 1995). 

 Fatores climáticos como, temperatura e umidade, podem influenciar no ciclo de vida 

do carrapato, principalmente na fase não parasitária. A oviposição e a eclosão das larvas no 

ambiente são aceleradas sob temperaturas elevadas, enquanto o frio diminui ou inibe o 

desenvolvimento de ovos e larvas (HITCHCOCK, 1955). No hospedeiro, o ciclo biológico 

ocorre independente das condições climáticas (FARIAS et al., 1995). Segundo Lima (1995), 

umidade relativa do ar acima de 70%, elevada precipitação pluviométrica e temperaturas até 

25°C favorecem a ocorrência de larvas de R. microplus nas pastagens.  

 

                          Figura 1- Ciclo biológico de Rhipicephalus microplus. 

 

              Fonte: (ANDREOTTI, GARCIA e KOLLER, 2019) 

 

4.2 Nematoides gastrintestinais (superfamília Trichonstrongyloideia) 

 De acordo com Costa, Simões e Riet-Correa (2011), as principais espécies de 

nematoides encontradas no trato gastrintestinal de pequenos ruminantes são: Haemonchus 
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contortus e Trichostrongylus axei no abomaso, T. colubriformis, Strongyloides papillosus, 

Cooperia punctata, C. pectinata e Bunostomum trigonocephalum no intestino delgado, e 

Oesophagostomum colubianum, Trichuris ovis, T. globulosa e Skrjabinema sp., no intestino 

grosso. Nas infecções naturais, os animais geralmente encontram-se infectados com mais de 

um gênero de nematoides, sendo H. contortus a espécie mais importante em caprinos e ovinos 

criados em áreas tropicais e subtropicais (CANTACESSI, CAMPBELL e GASSER, 2012). 

No Brasil, Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. tem se mostrado como os gêneros mais 

prevalentes dentre os nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes (AHID et al., 2007; 

COELHO et al., 2010; LIMA et al., 2010; MELO et al., 2013; BORGES et al., 2015; 

KANETO et al., 2016), se desenvolvendo, preferencialmente, em climas quentes e úmidos 

(ZAJAC, 2006). 

Os nematoides gastrintestinais (NGI) constituem uma importante causa de doença que 

interfere na produção de pequenos ruminantes, resultando, dentre outros, na redução da 

ingestão de alimentos, com consequentes reduções do crescimento, ganho de peso, 

desempenho reprodutivo e produção de leite (VAN HOUTERT e SYKES, 1996; SANTOS et 

al., 2019). Altas infecções por H. contortus são tipicamente acompanhadas por sinais clínicos 

relacionados à atividade hematófaga deste parasito, como anemia severa, edema 

submandibular e letargia, podendo levar os animais a óbito (WALLER et al., 1996). Altos 

níveis de infecção de caprinos por NGI, podem também diminuir a qualidade do leite, com 

redução nos teores de gordura e proteína (ALBERTI et al., 2014). 

 O ciclo biológico destes nematoides apresentam duas fases: uma fase parasitária, no 

hospedeiro, e outra não parasitária (vida livre) no ambiente (TAYLOR, COOP e WALL, 

2010) (Figura 2). Os helmintos adultos parasitam o abomaso ou intestino de pequenos 

ruminantes produzindo ovos que serão eliminados juntamente com as fezes (ZAJAC, 2006). 

No ambiente, ocorre o embrionamento dos ovos e a eclosão das larvas de 1° estádio. Estas 

larvas se desenvolvem para os estádios L2 e L3, sendo o L3 a forma infectante. As larvas de 

3° estádio apresentam dupla cutícula sendo a mais externa chamada de bainha protetora, com 

função de promover maior resistência às condições ambientais, e também dificultando a 

penetração dos anti-helmínticos (CAMURÇA-VASCONCELOS et al., 2005); estas larvas 

deixam as fezes e direcionam-se às pastagens, onde realizam o geotropismo negativo nas 

horas mais frescas do dia, facilitando a ingestão pelos hospedeiros. No trato gastrintestinal 

dos animais, a larva L3 perde a bainha e a depender da espécie migra para o abomaso ou 

intestino, podendo realizar ou não a fase histiotrófica (Haemonchus sp. e Trichostrongylus 



20 

 

sp.), onde se desenvolvem para larvas L4, L5 e adultos, responsáveis pelas alterações 

patológicas nos animais (ZAJAC, 2006; TAYLOR, COOP e WALL, 2010).  

 

 

 

 

                          Fonte: (ROEBER, JEX e GASSER, 2013) adaptado pelo autor. 

 

4.3 Controle das principais parasitoses de ruminantes  

 

 Os antiparasitários sintéticos ainda são a principal ferramenta utilizada para o controle 

de parasitos em ruminantes. O controle das infestações por R. microplus é realizado, 

principalmente, através da utilização de uma ampla variedade de carrapaticidas comerciais. 

No Brasil, os grupos químicos mais frequentemente utilizados no controle do carrapato 

bovino de aptidão leiteira são os piretroides, organofosforados e formamidinas (amitraz) 

(BRITO et al., 2015), embora, classes de compostos mais recentes como lactonas 

macrocíclicas, fenilpirazol e benzoilfenilureias também sejam empregadas com frequência no 

gado de corte (RECK JÚNIOR et al., 2014; SOUZA et al., 2014; CASTRO-JANER et al., 

2015). Assim como para os carrapatos, o controle das nematodioses gastrintestinais em 

pequenos ruminantes também é baseado na utilização de anti-helmínticos químicos 

comerciais (SANTOS et al., 2019). As principais classes de compostos anti-helmínticos 

utilizados no controle das nematodioses gastrintestinais de pequenos ruminantes incluem, os 

Figura 2 - Ciclo biológico dos nematoides gastrintestinais de pequenos 

ruminantes. 
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benzimidazóis (albendazol), lactonas macrocíclicas (ivermectina e moxidectina), imidatiazóis 

(levamisol), salicilanilidas (closantel) e tetrahidropirimidinas (pirantel) (LANUSSE e 

PRICHARD, 1993) e mais recentemente, os derivados da aminoacetonitrila (monepantel) 

(KAMINSKY et al., 2008).  

 A utilização indiscriminada desses produtos tem acelerado a seleção de populações de 

carrapatos e helmintos com resistência parasitária (ROEBER, JEX e GASSER, 2013), a qual 

pode ser definida como o fenômeno que impede que um fármaco mantenha a mesma eficácia 

contra parasitas após um determinado período de tempo, quando utilizados nas mesmas 

condições (CAVALCANTE et al., 2009). De acordo com Crampton, Baxter e Barker (1999), 

a resistência ocorre quando uma população de parasitos desenvolve a capacidade de 

sobreviver a uma dose geralmente letal do antiparasitário. Os parasitos sobreviventes se 

reproduzem e contribuem com genes resistentes para as novas gerações (CASTILHO et al., 

2017). O processo de resistência envolve mais de um mecanismo, e está associado a mutações 

em genes relacionados à suscetibilidade a medicamentos (insensibilidade do alvo molecular), 

aumento do metabolismo e/ou redução da capacidade do carrapaticida em penetrar através das 

camadas protetoras externas do corpo do carrapato (MANJUNATHACHAR et al., 2014). 

Outro problema relevante relacionado ao uso excessivo destes produtos é a presença de 

resíduos no ambiente e nos alimentos de origem animal (BANUMATHI et al., 2017), além de 

intoxicação dos animais e seres humanos. 

 De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), um 

carrapaticida é considerado efetivo quando o percentual de eficácia é igual ou superior a 95%. 

Para os produtos anti-helmínticos destinados aos ruminantes, o percentual de eficácia deve ser 

igual ou superior a 90% (BRASIL, 1997). 

 No Brasil, resistência aos principais carrapaticidas sintéticos empregados no controle 

de R. microplus tem sido frequentemente documentada utilizando testes in vitro. No Estado 

da Bahia, a ocorrência de cepas de R. microplus resistentes ao amitraz, piretroides, 

organofosforados e associações entre estes, já foram relatadas em diversas localidades, 

incluindo as Regiões Sul (CAMPOS JÚNIOR e OLIVEIRA, 2005; RAYNAL et al., 2018), 

Centro-Norte (RAYNAL et al., 2013; RAYNAL et al., 2018), Centro-Sul, Extremo Oeste e 

Nordeste do Estado (RAYNAL et al., 2018). No município de Ilhéus, Campos Júnior e 

Oliveira (2005) observaram baixos percentuais médios de eficiência para o amitraz (30,95%), 

piretroide (65,04%) e associações organofosforado/piretroide (75,13%), e 

organofosforado/organofosforado/piretroide (75,73%). Em municípios da Região Centro-

Norte da Bahia, os percentuais médios de eficiência foram de 32,35% para o amitraz, 23,18% 
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para organofosforado, 12,67 e 11,13% para os piretroides cipermetrina e deltametrina, 

respectivamente, e 23,18% para associação organofosforado/piretroide (RAYNAL et al., 

2013). Posteriormente, Raynal e colaboradores (2018), também observaram resistência a estes 

mesmos grupos químicos nas Regiões Centro-Sul, extremo Oeste, Nordeste e Sul do Estado 

com percentuais de eficácia de 13,37%, 15,74%, 24,50% e 23,12% para cipermetrina, 

deltametrina, amitraz e diclorvós/clorpirifós, respectivamente. 

 A resistência de R. microplus aos carrapaticidas dos grupos químicos 

organofosforados, piretroides e formamidinas (amitraz) também tem sido relatada em outros 

Estados, tais como Rio Grande do sul (SANTOS et al., 2008; CAMILLO et al., 2009; RECK 

JÚNIOR et al., 2014), São Paulo (PEREIRA, 2006; MENDES et al., 2011), microrregião de 

Goiânia/Goiás (SILVA et al., 2000), Pernambuco (SANTANA et al., 2015), Mato Grosso do 

Sul (GOMES et al., 2011), região semiárida da Paraíba (SILVA et al., 2005) e Sergipe 

(OLIVEIRA e AZEVEDO, 2002). Classes de compostos carrapaticidas mais recentes como as 

lactonas macrocíclicas (ivermectina), fenilpirazol (fipronil) e benzoilfenilureias (fluazurom) 

também tem apresentado baixa eficácia no controle de carrapatos no Brasil (RECK JÚNIOR 

et al., 2014; SOUZA et al.,2014; CASTRO-JANER et al., 2015).  

 Resistência anti-helmíntica a diferentes compostos químicos comerciais também tem 

sido descrita em diversos Estados do País. Na Bahia, esta resistência foi avaliada em rebanhos 

de caprinos do bioma caatinga e mata atlântica, onde observou-se baixa eficácia para os 

compostos albendazol (33,3%), ivermectina (29,6%), levamisol (54,6%), closantel (49,33%) e 

moxidectina (82%) no bioma caatinga, e para albendazol (20,8%) e ivermectina (30,8%) no 

bioma mata atlântica (BORGES et al., 2015). Resistência ao levamisol (87%) em caprinos 

também já foi encontrada na região centro norte da Bahia (SILVA et al, 2016).  

 Resultados de pesquisas realizadas em outros Estados também demonstram a presença 

de NGI resistentes em rebanhos caprinos e ovinos, incluindo Alagoas com resistência ao 

albendazol (80%) e ivermectina (87%) (AHID et al., 2007); Pernambuco com parasitos 

resistentes ao albendazol (LIMA et al., 2010); Rio Grande do Norte com 90 e 43,3% das 

propriedades estudadas apresentando parasitas resistentes ao albendazol e ivermectina, 

respectivamente (COELHO et al., 2010); Paraíba com baixa eficácia para ivermectina (24,6-

30,9%) e levamisol (86,7%) (MELO et al., 2013); São Paulo com resistência ao albendazol e 

ivermectina em todas as propriedades estudadas e com 50% destas propriedades resistentes a 

moxidectina e levamisol (KANETO et al., 2016),  e Rio Grande do Sul com resistência anti-

helmíntica para abamectina, albendazol, closantel, levamisol, monepantel e triclorfon 

(OLIVEIRA et al., 2017).   
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 O avanço das discussões sobre questões relacionadas à proteção ambiental, saúde 

animal e pública tem incentivado a busca por produtos naturais eficientes e ecologicamente 

corretos para o controle de parasitos (CORRÊA e SALGADO, 2011). Pesquisas com 

derivados vegetais têm favorecido a descoberta de moléculas bioativas contra várias espécies 

de patógenos (MCGAW e ELLOF, 2008). Os produtos naturais têm sido uma fonte 

inesgotável de recursos para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de 

enfermidades humanas e animais (TURNER et al., 2008). 

 Estudos com a avaliação da atividade antiparasitária de plantas têm crescido 

notavelmente nos últimos anos. As investigações têm sido realizadas utilizando óleos 

essenciais, extratos, frações e compostos isolados de diferentes espécies de plantas. As 

atividades antiparasitárias de plantas e compostos isolados contra R. microplus e NGI de 

pequenos ruminantes estão relacionadas nos quadros 1 e 2, respectivamente. 

 

 

Família 

 

Planta 

 

Óleo/extrato/fração/

composto isolado 

 

Estágio do 

carrapato 

 

Autor 

 

Amaryllidaceae 

 

Allium sativum 

 

Óleo essencial 

 

Larvas  

 

MARTINEZ-

VELÁZQUEZ et al., 

2011 

 

 

Araceae 

 

 

Arisaema anurans 

 

Óleo essencial,  

Asarona 

(fenilpropanoide) e 

Cubenol (terpeno) 

 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

 

JIA et al., 2018 

 

Bromeliaceae 

 

Neoglaziovia 

variegata 

 

Extratos acetato de 

etila, clorofórmio, 

etanólico e hexânico 

 

 

Fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

 

DANTAS et al., 2015 

 

 

 

Fabaceae 

 

Amburana 

cearensis 

 

Extrato etanólico  

 

Larvas 

 

DANTAS et al., 2016 

 

 

Prosopis juliflora 

 

Extrato metanólico e 

fração de alcaloides 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

LIMA et al., 2020 

Quadro 1 – Atividade carrapaticida in vitro de plantas e compostos isolados contra R. microplus. 
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Lamiaceae 

 

Rosmarinus 

officinalis 

 

Óleo essencial 

 

Larvas  

 

MARTINEZ-

VELÁZQUEZ et al., 

2011 

 

 

 

 

Lauraceae 

 

Ocotea aciphylla 

 

Extrato etanólico 

Frações 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

CONCEIÇÃO et al., 

2017 

 

 

Ocotea spixiana 

 

Extrato acetato de 

etila 

Boldina (alcaloide) 

 

 

 

Larvas 

 

 

CONCEIÇÃO et al., 

2020 

 

Meliaceae 

 

Carapa guianensis 

 

 

Óleo essencial 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

CHAGAS et al., 2012 

 

 

 

Myrtaceae 

 

 

Eugenia 

caryophyllata 

 

Eugenol 

(fenilpropanoide) 

extraído do óleo 

essencial 

 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

VALENTE et al., 

2014 

 

 

 

 

 

 

Piperaceae 

 

 

 

Piper aduncum 

 

Extratos acetato de 

etila, etanólico e 

hexânico 

Óleo essencial 

 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

SILVA et al., 2009 

 

 

 

Piper tuberculatum 

 

Extratos acetato de 

etila, etanólico, 

hexânico e 

metanólico 

Piperina e Piplartina 

(alcaloides) 

 

 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

CHAGAS et al., 

2012; LIMA et al., 

2014 

 

 

 

 

 

 

 

Extratos acetato de 

etila, butanólico, 

 

 

Fêmeas 
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Poaceae 

Digitaria insulares hexânico e 

hidroetanólico  

Frações 

 

ingurgitadas SANTOS, F et al., 

2018 

 

Cymbopogon 

martinii 

 

 

Óleo essencial 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

CHAGAS et al., 2012 

 

Cymbopogon 

schoenanthus 

 

 

Óleo essencial 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

CHAGAS et al., 2012 

 

 

Rutaceae 

 

 

 

Ruta graveolens 

 

 

Extrato hidroalcólico  

 

 

Adultos  

 

SUÁREZ e 

CARRILLO, 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

Verbenaceae 

 

 

Lippia gracilis 

 

Carvacrol e timol 

(terpenos) extraídos 

do óleo essencial 

 

 

 

Larvas e fêmeas 

ingurgitadas 

 

 

OLIVEIRA-CRUZ et 

al., 2013 

 

 

Lippia graveolens 

 

 

Óleo essencial 

 

 

Larvas  

 

MARTINEZ-

VELÁZQUEZ et al., 

2011 

 

 

 

Verbena officinalis 

 

 

 

Extrato hidroalcólico  

 

 

Adultos  

 

SUÁREZ e 

CARRILLO, 2013 

 

 

- 

 

- 

 

Carvacrol, Timol, 

Citral e p-Cimeno 

(Sigma-Aldrich) 

 

 

 

Larvas 

 

SENRA et al., 2013; 

CARDOSO et al., 

2020 
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Família 

 

Planta 

 

Extrato/fração/composto 

isolado 

 

Estádio do NGI 

 

Autor 

 

Agavaceae 

 

Agave sisalana 

 

Extratos aquoso e acetato 

de etíla Frações de 

saponina e flavonoides 

 

Ovos e larvas 

 

BOTURA et al., 2013 

 

Amaranthaceae 

 

Chenopodium 

ambrosioides 

 

Extrato aquoso 

 

Ovos e larvas 

 

SILVA et al., 2016 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fabaceae 

 

Acacia 

farnesiana 

 

Frações ricas em 

flavonoides naringina, 

naringenina 

Ácido gálico (composto 

fenólico) 

 

 

Ovos e larvas 

 

ZARZA-

ALBARRÁN et al., 

2019 

 

Acacia nilotica 

 

 

Extrato aquoso e acetônico 

 

Ovos, larvas e 

adultos 

 

 

ZABRÉ et al., 2017 

 

Acacia raddiana 

 

 

Extrato aquoso e acetônico 

 

Ovos, larvas e 

adultos 

 

 

ZABRÉ et al., 2017 

 

Bowdichia 

virgilioides 

 

Isocordoína e Cordoína 

(flavonoides) 

 

Ovos e larvas 

 

SANTOS, A et al., 

2018 

 

Hedysarum 

carnosum 

 

Extrato acetônico 

 

Larvas 

 

AISSA et al., 2016 

 

Prosopis 

juliflora 

 

Extrato acetato de etíla  

Fração de alcaloides 

 

Ovos e larvas 

 

LIMA et al., 2017 

 

 

 

 

Grossulariaceae 

 

Ribes nigrum 

 

Fração de taninos 

condensados 

 

Larvas 

 

KLONGSIRIWET et 

al., 2015 

 

Ribes rubrum 

 

Fração de taninos 

condensados 

 

Larvas 

 

KLONGSIRIWET et 

al., 2015 

 

 

 

 

 

 

Persea 

americana 

 

Extratos aquoso, etanólico, 

metanólico, hexânico, 

clorofórmio e acetato de 

 

 

 

Larvas 

 

 

SOLDERA-SILVA 

et al., 2018 

Quadro 2 - Atividade anti-helmíntica in vitro de plantas e compostos isolados contra NGI de pequenos 

ruminantes. 
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4.4 Metabólitos secundários de plantas 

 

 As plantas apresentam capacidade de produzir metabólitos secundários como 

mecanismo de defesa em condições de estresse, aumentando sua probabilidade de 

sobrevivência e reprodução (JING et al., 2014, RUNGSUNG et al., 2015). A síntese destes 

compostos podem conferir proteção contra herbívoros, bactérias, fungos, vírus, insetos 

(FUMAGALI et al., 2008) e a irradiação solar (LI et al., 1993). Podem ainda atuar inibindo ou 

retardando o crescimento, desenvolvimento e a reprodução de parasitas (BENELLI et al., 

2017). Estas características, tornam estes metabólitos secundários, compostos promissores no 

 

Lauraceae 

etila 

Fração de taninos 

condensados 

 

 

Persea 

willdenovii 

 

Extratos etanólico, 

hexânico, acetato de etila, 

butanólico e hidroetanólico 

Frações 

 

 

 

Ovos e larvas 

 

 

SANTA-ROSA et al., 

2018 

 

Malvaceae 

 

Tilia europaea 

 

Fração de taninos 

condensados 

 

Larvas 

 

KLONGSIRIWET et 

al., 2015 

 

Moringaceae 

 

Moringa 

oleifera 

 

Lectina hidrossolúvel 

extraída das sementes 

 

Larvas 

 

MEDEIROS et al., 

2018 

 

 

Poaceae 

 

Digitaria 

insulares 

 

Extratos hidroetanólico, 

acetato de etíla e 

butanólico  

Frações 

 

 

Ovos e larvas 

 

SANTOS et al., 2017 

 

Rhamnaceae 

 

Zizyphus 

joazeiro 

 

Extratos aquoso, 

hidroetanólico, hexânico 

Frações de saponinas  

 

 

Ovos e larvas 

 

GOMES et al., 2016 

 

Salicaceae 

 

Salix caprea 

 

Fração de taninos 

condensados 

 

 

Larvas 

 

KLONGSIRIWET et 

al., 2015 

 

 

- 

 

 

- 

 

Digitonina e Aescina 

(saponinas)  

Acetato de hecogenina 

(sapogenina) 

Catequina e Hesperidina 

(flavonoides) 

(Sigma-Aldrich) 

 

 

Ovos e larvas 

 

 

SANTOS, A et al., 

2018 
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desenvolvimento de novos medicamentos, incluindo os antiparasitários, a serem utilizados 

inclusive para o controle de parasitos, de forma sustentável, prevenindo a contaminação de 

alimentos e do meio ambiente (ADENUBI et al., 2018).  

 A produção desses metabólitos pelas plantas pode variar amplamente, de  acordo com 

vários fatores,  incluindo  o hábitat, época do ano, estágio de desenvolvimento (ÇIRAK et al., 

2007) e partes da planta  (PARMAR et al., 1997), podendo influenciar sobre a concentração 

desses metabólitos nas mesmas (MAITHANI, PARCHA e KUMAR, 2014). Estes compostos 

são geralmente classificados de acordo com suas vias biossintéticas, sendo consideradas três 

grandes famílias de moléculas: fenólicos, terpenos e esteroides, e alcaloides, os quais vêm 

sendo utilizados na medicina tradicional, e como fonte de matérias-primas para a indústria 

farmacêutica (BALANDRIN et al., 1985; BOURGAUD et al., 2001). Os alcaloides merecem 

destaque por se mostrarem, em sua grande variedade, como compostos farmacologicamente 

ativos (RHARRABE et al., 2007; FUMAGALI et al., 2008; HUSSAIN et al., 2012). 

 

4.4.1 Alcaloides 

 

 Os alcaloides são compostos constituídos por bases orgânicas nitrogenadas e que 

apresentam na sua estrutura química um anel heterocíclico com um ou mais átomos de 

nitrogênio (ROBERTS e WINK, 1998; ANISZEWSKI, 2007). Podem estar presentes em 

diferentes partes das plantas, como raízes, caule, folhas, frutos e sementes (JING et al., 2014). 

Desempenham importante função como defesas químicas da planta e alguns deles, 

apresentam ação tóxica para insetos, repelente para herbívoros, e produzem uma grande 

variedade de efeitos biológicos nos animais (FUMAGALI et al., 2008).  

 

4.4.1.1 Berberina 

 

4.4.1.1.1 Características gerais e estrutura química  

 

 A berberina (Figura 3) é um alcaloide isoquinolínico amplamente distribuído no reino 

vegetal (ASAI et al., 2007) e disponibilizado comercialmente. É uma molécula de natureza 

hidrofílica (ZHANG et al., 2014), o que dificulta sua absorção intestinal e biodisponibilidade 

(WANG et al., 2017), embora estudos utilizando nanocarreadores tenham demonstrado 

melhora na sua biodisponibilidade nos tecidos alvos (LOHAN et al., 2017). As plantas que 

contem este alcaloide são bastante utilizadas na medicina tradicional chinesa, indiana 
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(KULKARNI e DHIR, 2010) e indígena (SHANBHAG, KULKARNI e GAITONDE, 1970). 

A berberina é encontrada principalmente nas raízes, rizomas e casca do caule (ANDOLA et 

al., 2010; MAITHANI, PARCHA e KUMAR, 2014) de espécies do gênero Berberis (Ordem: 

Ranunculales, Família Berberidaceae) como, B. vulgaris, B. asiatica, B. aristata, B. lycium, B. 

aquifolium, B. thunbergii (ANDOLA et al., 2010; KULKARNI e DHIR 2010) e espécies de 

outros gêneros, incluindo, Rhizoma coptidis (TARRAGO et al., 2007), Coptis chinensis 

(DURAIRAJAN et al., 2012), Corydalis speciosa (KIM et al., 2004), Hydrastis canadensis 

(ELSHEIKH et al., 2018). Como indicação clínica, é geralmente apresentada comercialmente 

sob a forma de cloreto ou sulfato de berberina (KULKARNI e DHIR 2010). Este alcaloide 

tem sido intensamente investigado quanto às diversas propriedades terapêuticas, 

especialmente neuroprotetoras, com perspectivas de utilização para o tratamento de 

enfermidades que afetam o sistema nervoso central (SNC) em humanos, incluindo a doença 

de Alzheimer (HE et al., 2017) e depressão (KULKARNI e DHIR, 2008).  

 

4.4.1.1.2 Atividades biológicas 

 

 Diversas atividades biológicas e aplicações clínicas têm sido descritas e sugeridas para 

este alcaloide, incluindo antifúngica (SINGH et al., 2001); nefroprotetora (BASHIR e 

GILANI, 2011); antiviral (CHIN et al., 2010; ROBINSON et al., 2018; LUGANINI et al., 

2019); cardiovasculares (MARIN-NETO et al., 1988; RICCIOPPO-NETO 1993; LAU et al., 

2001); antibacteriana (BANDYOPADHYAY et al., 2013; CHU et al., 2014; WOJTEJCZKA 

et al., 2014; DZIEDZIC, WOJTYCZKA e KUBINA, 2015); antidiabética e 

antihiperglicêmica (CHENG et al., 2006; LEE et al., 2006; TURNER et al., 2008; EL-

WAHAB et al., 2013; CHANDIRASEGARAN et al., 2017); hepatoprotetora (KONG et al., 

2004; WANG et al., 2004; BRUSQ et al., 2006; JIANG et al., 2017; XU et al., 2018) e 

neuroprotetora (SHANBHAG, KULKARNI e GAITONDE, 1970; ASAI et al., 2007; 

TARRAGO et al., 2007; KULKARNI e DHIR, 2008; BHUTADA et al., 2010; 

DURAIRAJAN et al., 2012; JIANG, LI e LI, 2015; VAZIRI et al., 2015; ZHANG et al., 

2016; HE et al., 2017; LIANG et al., 2017; HUSSIEN et al., 2018).  

 

Atividade antiparasitária 

 

 Estudos relacionados à atividade antiparasitária da berberina são escassos, não 

havendo até o momento, nenhum relato sobre o efeito carrapaticida deste alcaloide. Os 
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estudos disponíveis têm sido relacionados à sua ação contra protozoários e nematoides de 

ratos. Efeito amebicida in vitro foi investigado por Kulkarni, Dandiya e Varandani (1972), os 

quais observaram alterações morfológicas, como ausência de desenvolvimento de trofozoitos, 

degeneração e lise de amebas após 48 horas de incubação com a berberina (1-3 mg/mL). 

Neste estudo, 80% dos ratos com amebíase induzida experimentalmente e tratados com 100 

mg/Kg de berberina por via oral, apresentaram redução do nível de infecção. Contra 

Trichomonas vaginalis, a berberina interferiu no crescimento do parasito, apresentando 

eficácia semelhante ao metronidazol (SOFFAR et al., 2001). A administração intraperitoneal 

de berberina (100 mg/Kg) reduziu em 60% a carga parasitária no fígado de hamsters 

infectados por Leishmania donovani, e em cultura de macrófagos de hamsters, este alcaloide 

(2,5 µg/mL) inibiu 75% a multiplicação de amastigotas de L. donovani. Neste estudo, os 

autores sugerem que a inibição da respiração endógena e estimulada por glicose em 

amastigotas possa ser o possível mecanismo de ação antileishmania da berberina (GHOSH, 

BHATTACHARYYA e GHOSH, 1985). A atividade anti-helmíntica da berberina têm sido 

avaliada apenas sobre a fase de larvas. Satou e colaboradores (2002), observaram eficácia 

larvicida da berberina contra larvas de terceiro estágio dos nematoides Strongyloides ratti 

(CE50 = 60 µM) e S. venezuelensis (CE50 = 32 µM) responsáveis pela infecção em roedores.  

 

Efeito anticolinesterásico 

 

 A atividade anticolinesterásica da berberina vem sendo investigada em diferentes 

espécies animais, especialmente em estudos que têm por objetivo a busca de tratamentos para 

a doença de Alzheimer, e que têm a enzima acetilcolinesterase (AChE) como um dos 

principais alvos moleculares. No entanto, a ação anticolinesterásica deste alcaloide sobre a 

AChE de R. microplus ainda não foi avaliada. Ratos tratados com berberina (50 mg/Kg/dia 

v.o) por 30 dias apresentaram redução da atividade desta enzima no soro (73,17%) e cérebro 

(61,89%) (HUSSIEN et al., 2018). Resultados de estudos in vitro utilizando a AChE do peixe-

elétrico (Electrophorus electricus) também revelaram que o tratamento com este alcaloide 

reduziu a atividade desta enzima com CI50 variáveis de 0,374 a 2,8 µM (HUANG et al., 

2010a, 2010b; SU et al., 2013; JUNG et al., 2009; ROSELLI et al., 2016; BALKRISHNA et 

al., 2019). Da mesma forma, resultados de estudos in vitro utilizando a AChE de roedores 

demonstraram redução desta atividade enzimática no fígado (EL-WAHAB et al., 2013) e 

cérebro (CI50 = 3,3 µM - KIM et al., 2004), (CI50 = 2,3 µM - KONG et al., 2019) destes 

animais. 
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Efeitos tóxicos 

 

Há apenas um relato sobre o efeito citotóxico da berberina (CI50 = 9,80 µg/mL) em 

células Vero (NCHU et al., 2011) descrito na literatura. A maior parte dos estudos sobre a 

toxicidade deste alcaloide tem sido relacionado à sua atividade antitumoral, e demonstram 

inclusive, a sua reduzida citotoxicidade para células sadias (MURTHY, JAYAPRAKASHA e 

PATIL, 2012; EL-WAHAB et al., 2013; YIP e HO, 2013). Este é um dos poucos compostos 

naturais que apresentam resultados bem-sucedidos sobre a inibição da proliferação de 

diferentes linhagens de células tumorais (MURTHY, JAYAPRAKASHA e PATIL, 2012). 

Esta atividade antitumoral é observada  em diversas linhagens de células, incluindo células de 

câncer de cólon (SW480) onde  a berberina (50 µM) inibiu mais de 80% a proliferação celular 

e apresentou reduzida citotoxicidade (< 20%) para as células sadias do cólon (CCD-CON112) 

na concentração de 200µM (MURTHY, JAYAPRAKASHA e PATIL, 2012); carcinoma 

hepatocelular (Huh7) (CI50 = 10 µM) e células hepáticas sadias (WRL68) (CI50 = 100 µM) 

(YIP e HO, 2013); células de câncer de mama (MCF-7) (CI50 = 1,95 µg/mL), carcinoma 

hepatocelular (HepG-2) (CI50 = 1,73 µg/mL) e cólon (Caco-2) (CI50 = 1,83 µg/mL) e cultura 

de células sadias de sangue periférico (PBMC), onde a berberina estimulou ligeiramente a 

proliferação das células sadias (EL-WAHAB et al., 2013). Outros estudos relacionados aos 

efeitos citotóxicos da berberina incluem: aumento na taxa de apoptose em linhagens de 

células promonocíticas humanas (U937) (JANTOVA, CIPAK e LETASIOVA, 2007); 

inibição da migração celular em diferentes linhagens de melanoma humano A375 e Hs294 

(SINGH et al., 2011) e de câncer de cólon humano, SW480 e HCT116 (PARK et al., 2012); 

supressão do crescimento de neuritos em cultura primária de neurônios corticais de ratos (LU 

et al., 2015); inibição da proliferação celular (CI50 = 25 µM) de câncer de mama humano, 

T47D e MCF-7 (BARZEGAR et al., 2015) e células MCF-7 (82,19%) tratadas com 12 µM de 

berberina (KAUR et al., 2016).  

Resultados de estudos in vivo revelaram que  este alcaloide (30 mg/kg v.o. por 60 dias) 

reduziu significativamente o aumento na peroxidação lipídica, induziu o sistema de defesa 

antioxidante e apoptose em ratos Wistar com câncer de cólon induzido 

(THIRUPURASUNDARI, PADMINI e DEVARAJ, 2009).  

 A berberina induz a morte celular por apoptose através de uma série de eventos 

bioquímicos tais como: perda do potencial de membrana mitocondrial, ativação de caspases-3 

e 9, e aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (JANTOVA, CIPAK e 

LETASIOVA, 2007). A proteína quinase ativada por AMP (AMPK) está envolvida na 
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regulação da progressão e metástase tumoral e sua ativação por este alcaloide reduz a 

migração de células tumorais (PARK et al., 2012). A migração celular também é estimulada 

pela superexpressão da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), seu metabólito prostaglandina E2 

(PGE2) e os receptores de PGE2. Logo, a redução nos níveis da COX-2, PGE2 e seus 

receptores pela berberina inibe a migração de células, a qual é um passo essencial na invasão 

e metástase de tumores (SINGH et al., 2011). Outro importante alvo da berberina é a proteína 

p21, conhecida por regular a progressão do ciclo celular na fase G1. O tratamento com este 

alcaloide aumenta a expressão do gene p21 levando a parada do ciclo celular e diminuição na 

proliferação do tumor (YIP e HO, 2013). A berberina também pode interagir diretamente com 

o DNA, alterando sua conformação espacial, suprimindo a transcrição gênica na célula 

(WANG et al., 2011). 

 

4.4.1.2 Harmalina 

 

4.4.1.2.1 Características gerais e estrutura química  

 

Harmalina (Figura 3) é um alcaloide β-carbolina fluorescente encontrado nas sementes 

e frutos da espécie Peganum harmala (Ordem: Sapindales, Família Nitrariaceae), planta 

vastamente distribuída no norte da África, mar Mediterrâneo, Oriente Médio, Paquistão e 

Índia (HERRAIZ et al., 2010; BOURNINE et al., 2017). Nas sementes, tem sido encontrado 

como alcaloide majoritário na fração total de alcaloides (NENAAH, 2010). Sua estrutura 

química é composta pelos grupos benzil, indol e piridol (BENAROUS et al., 2015). É um 

composto altamente lipofílico, podendo facilmente atravessar a barreira hematoencefálica 

(BENSALEM et al., 2014). Resultados de estudos in vitro e in vivo tem evidenciado os efeitos 

deste alcaloide sobre o SNC, incluindo atividades ansiolítica e antidepressiva (HERRAIZ et 

al., 2010; EBRAHIMI-GHIRI, NASEHI e ZARRINDAST, 2019), com potencial para o 

tratamento em humanos.  

 

4.4.1.2.2 Atividades biológicas 

 

 As atividades biológicas da harmalina têm sido relacionadas aos efeitos anti-

inflamatório (BENSALEM et al., 2014); herbicida (DENG et al., 2014); antibacteriano e 

antifúngico (NENAAH, 2010; BENAROUS et al., 2015); inseticida (RHARRABE et al., 

2007; RIZWAN-UL-HAQ et al., 2009; NENAAH, 2011; RIZWAN-UL-HAQ et al., 2011) e 
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neuroprotetor (HERRAIZ et al., 2010; YALCIN e BAYRAKTAR, 2010; YANG et al., 

2015a; EBRAHIMI-GHIRI, NASEHI e ZARRINDAST, 2019).  

 

Efeito antiparasitário 

 

 Informações sobre a atividade antiparasitária da harmalina ainda são escassas na 

literatura. Sobre a ação carrapaticida, apenas um relato foi descrito, não havendo nenhuma 

referência para a atividade anti-helmíntica. Resultados de estudo in vitro obtidos por Shang e 

colaboradores (2016), revelaram que após 24 horas do tratamento, este alcaloide (2,5 mg/mL) 

causou mortalidade de 90% de Psoroptes cuniculi, um ácaro que parasita ouvido de coelhos. 

A atividade anti-Leishmania também foi averiguada in vitro em culturas de macrófagos de 

camundongos infectados com Leishmania mexicana amazonenses. Neste estudo, a harmalina 

suprimiu 65% da infecção nas células (EVANS e CROFT, 1987). Di Giorgio e colaboradores 

(2004), estudaram esta mesma atividade em culturas de monócitos humanos infectadas com L. 

infantum e observaram uma potente atividade anti-Leishmania (CI50 = 1,16 µM) contra a 

forma amastigota, sugerindo que este efeito pode ser decorrente da capacidade da harmalina 

em impedir a internalização do parasito na célula.  

 

Efeito anticolinesterásico 

 

Até o momento, a atividade anticolinesterásica da harmalina foi demonstrada apenas 

sobre a AChE de peixe-elétrico (CI50 = 1,95 µM) (YANG et al., 2015a), em estudos que 

objetivam a identificação de novos compostos com potencial de utilização para a doença de 

Alzheimer em humanos.  

 

Efeitos tóxicos 

 

 Os efeitos tóxicos da harmalina estão relacionados à sua ação citotóxica para células 

tumorais e sadias. Reduções significativas na viabilidade celular foram observadas em 

linhagens de células tumorais e sadias, incluindo carcinoma do colo do útero (HeLa e C33A), 

(SW480) e células epiteliais de pulmão (CCD18Lu) após o tratamento com este alcaloide 

(34,3 µM) (JIMÉNEZ et al., 2008). Estudo realizado por Nafisi e colaboradores (2010) 

demonstrou que a harmalina se liga ao DNA das células, interagindo principalmente com as 

bases guanina e adenina.  
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Resultados de estudos in vivo revelaram que a harmalina reduz significativamente o 

processo de aprendizagem e memória de camundongos tratados com este alcaloide (2 e 4 

mg/Kg i.p.), devido a sua interação com receptores GABA na região do hipocampo, onde 

ocorre a modulação da memória (NASEHI et al., 2017). Nasehi e colaboradores (2015), 

também observaram bloqueio da aprendizagem associativa e motora em camundongos 

tratados com 1 mg/Kg deste alcaloide. O tratamento intraperitoneal de ratos Wistar com dose 

elevada da harmalina (30 mg/Kg) resultou na indução de tremores (VAZIRI et al., 2015). 

 

4.4.1.3 Piperina 

 

4.4.1.3.1 Características gerais e estrutura química 

 

 A Piperina (Figura 3) é um alcaloide piperidínico (SEMLER e GROSS, 1988), e 

principal componente ativo presente em diferentes espécies de pimentas do gênero Piper sp. 

(Ordem: Piperales, Família Piperaceae), utilizadas mundialmente como temperos e 

ingredientes na medicina alternativa (PAMAR et al., 1997). Dentre as espécies que contêm 

este alcaloide incluem-se: P. betle, P. cutisleginum (BOLL et al., 1994), P. tuberculatum 

(CHAGAS et al., 2012; LIMA et al., 2014), P. nigrum (CARDOSO et al., 2005; YOON et al., 

2015) e P. longum (GHOSHAL, KRISHNA PRASAD e LAKSHMI, 1996; LIU et al., 2015). 

A estrutura química da piperina é constituída por três subunidades: anel piperidínico, anel 

metilenodioxifenila e cadeia lateral de carbono com dupla ligação (MU et al., 2012), sendo 

um composto altamente lipofílico (KHAJURIA, ZUTSHI e BEDI, 1998). A metabolização 

hepática in vitro deste alcaloide é semelhante em mamíferos e aves, com formação dos 

mesmos metabólitos (THIEL et al., 2015). Inibe enzimas do Citocromo P450, responsáveis 

pela biotransformação de drogas, cujo metabolismo exige esta via ativa, melhorando 

consequentemente a biodisponibilidade de alguns medicamentos administrados por via oral 

(PATEL et al., 2019). A piperina atravessa facilmente a barreira hematoencefálica 

(EIGENMANN et al., 2016) e por apresentar efeitos sobre o SNC tem sido objeto de intensas 

investigações relacionadas especialmente à sua ação neuroprotetora em estudos sobre doenças 

neurodegenerativas em humanos, destacando-se a doença de Alzheimer (DAHIYA et al., 

2018) e Parkinson (YANG et al., 2015b). 
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4.4.1.3.2 Atividades biológicas 

 

 Diversas atividades terapêuticas têm sido reportadas para a piperina, incluindo,  ação 

antibacteriana (ZARAI et al., 2013); antifúngica (CACERES et al., 2017); hepatoprotetora 

(JWA et al., 2012); antidiabética (ARCARO et al., 2014; SAMRA et al., 2016); antidiarréica 

(TAQVI, SHAH e GILANI, 2009; PONGKORPSAKOL et al., 2015); inseticida (PARK et 

al., 2002; QU et al., 2013; SAMUEL et al., 2016); anti-inflamatória (KIM et al., 2012; 

GUPTA et al., 2015; EL-GHAZALY et al., 2016; WANG-SHENG et al., 2017; EL-

GHAZALY et al., 2019); antioxidante (VIJAYAKUMAR, SURYA e NALINI, 2004; BANJI 

et al., 2013; UMAR et al., 2013; KUMAR e SHARMA, 2015; KUMAR, SASMAL e 

SHARMA, 2015); imunomoduladora (SHENOY et al., 2013; SHARMA et al., 2014; 

HUANG et al., 2014; SHENOY et al., 2014; DOUCETTE et al., 2015; RODGERS et al., 

2016) e neuroprotetora (LEE et al., 2005; WATTANATHORN et al., 2008; 

CHONPATHOMPIKUNLERT, WATTANATHORN e MUCHIMAPURA, 2010; AL-

BAGHDADI et al., 2012; CHEN et al., 2013; CRUZ et al., 2013; KHOM et al., 2013; 

SHRIVASTAVA et al., 2013; GILHOTRA e DHINGRA, 2014; MAO et al., 2014a; 2014b; 

PRAGNYA, KAMESHWARI e VEERESH, 2014; BI et al., 2015; MISHRA et al., 2015; 

YANG et al., 2015b; AZAB et al., 2018; DAHIYA et al., 2018; REN et al., 2019). 

 

Efeito antiparasitário 

 

Estudos relacionados à atividade antiparasitária da piperina são escassos, havendo 

apenas algumas citações sobre sua ação contra alguns protozoários, ectoparasitas, helmintos 

de vida livre e parasitos que infestam peixes. Em ratos infectados com Entamoeba histolytica, 

o tratamento oral com a piperina (100 mg/Kg) reduziu a carga parasitária em 40% dos ratos 

com amebíase cecal (GHOSHAL, PRASAD e LAKSHMI, 1996). Este alcaloide apresentou 

efeito in vitro contra as formas evolutivas epimastigotas (IC50 = 7,36 μM) e amastigotas (CI50 

= 4,91 μM) de Trypanosoma cruzi (RIBEIRO et al., 2004). De acordo com Freire-Lima e 

colaboradores (2008), a piperina reduz o crescimento e altera a morfologia de epimastigotas 

de T. cruzi. Contra Leishmania amazonensis 50 μM de piperina inibe o crescimento das 

formas promastigota e amastigota em 96% e 56%, respectivamente (FERREIRA et al., 2011). 

Também inibiu o crescimento de promastigotas (CI50 = 3,03 μg/mL) e amastigotas (CI50 = 

23,98 μg/mL) de L. infantum (VIEIRA-ARAÚJO et al., 2018).  In vivo, 200 mg/Kg i.p. deste 

alcaloide, reduziu a carga parasitária no fígado e baço de camundongos infectados com L. 
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donovani sem causar efeitos tóxicos (CHOUHAN et al., 2015). Apenas um relato sobre a ação 

carrapaticida in vitro da piperina a 5% (50 mg/mL) contra teleóginas de R. microplus 

(32,54%) (CHAGAS et al., 2012). A ação anti-helmíntica da piperina (10 mg/mL) foi 

investigada in vitro contra Pheretima posthuma, uma espécie de helminto de vida livre. Neste 

estudo, os autores observaram paralisia e morte de helmintos adultos comparado ao 

albendazol (SUDHAKAR et al., 2013). A piperina também demonstrou efeito in vitro e in 

vivo contra Argulus spp., um tipo de crustáceo parasita conhecido como “carrapato ou piolho 

de peixe”. Contra esse parasita de peixes, a piperina (9 mg/L) causou 100% de mortalidade 

(KUMAR et al., 2012).  

 

Efeito anticolinesterásico 

 

 A atividade anticolinesterásica da piperina tem sido avaliada in vivo utilizando 

roedores como modelo para doença de Alzheimer. Resultados de estudos com outros 

alcaloides piperidínicos já evidenciaram este mesmo efeito in vitro utilizando AChE do peixe-

elétrico (CHOUDHARY et al., 2005). O tratamento com este alcaloide (5, 10 e 20 mg/Kg 

v.o.) reverteu o comprometimento da memória e a neurodegeneração no hipocampo de ratos 

utilizados como modelo para a doença de Alzheimer, sendo evidenciado aumento da 

densidade de neurônios, diminuição dos níveis de peroxidação lipídica e redução na atividade 

da AChE dos animais, em todas as doses avaliadas (CHONPATHOMPIKUNLERT, 

WATTANATHORN e MUCHIMAPURA, 2010). Dahiya e colaboradores (2018) também 

observaram redução na atividade da AChE em camundongos com déficits cognitivos e 

amnesia induzida pela escopolamina e tratados com a piperina (5 mg/Kg). O potencial 

anticolinesterásico da piperina ainda não foi, no entanto, avaliado sobre a AChE de 

carrapatos. 

 

Efeitos tóxicos 

 

 Resultados de estudos de toxicidade da piperina têm demonstrado baixa toxicidade in 

vivo para camundongos e frangos de corte. Em camundongos Balb/c tratados com piperina (2 

mg/Kg i.p.), não foram observadas alterações histopatológicas no fígado e rins (CARDOSO et 

al., 2005); o tratamento de frangos de corte da linhagem CobbAvian48 nas doses de 1,12; 

2,25 e 4,5 mg/Kg v.o. desse alcaloide, também resultou em baixa toxicidade, observando-se 
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alterações hepáticas graves, apenas no grupo tratado com a maior dose (CARDOSO et al., 

2009). 

Camundongos tratados por via oral com 50 mg/Kg de piperina apresentaram redução 

de 66,7% de carcinoma espinocelular induzido (VELLAICHAMY et al.; 2009). Da mesma 

forma, ratos Wistar portadores de carcinoma hepatocelular e tratados com concentração dez 

vezes menor (5 mg/Kg), também apresentaram melhora na arquitetura do fígado e redução 

dos  níveis das enzimas AST e ALT no soro (GUNASEKARAN, ELANGOVAN e 

DEVARAJ, 2017). 

A ação citotóxica in vitro da piperina contra células tumorais tem sido relatada em 

diferentes linhagens de tumores, como: linhagens de câncer de próstata humano, DU145 (CI50 

= 226,6 µM), PC-3 (CI50 = 111 µM) e LNCaP (CI50 = 74,4 µM), sem apresentar toxicidade 

para células da próstata sadias (OUYANG et al., 2013); células de adenocarcinoma retal 

humano (HRT-18), com inibição do crescimento celular (YAFFE et al., 2013); linhagens de 

células de câncer de mama, SKBR3 (TRUONG DO et al., 2013), T-47D e MCF-7, incluindo 

linhagens resistentes à terapia sistêmica, MDA-MB-231 e MDA-MB-468 (GREENSHIELDS 

et al., 2015); linhagens de osteossarcoma humano, HOS (CI50 = 72 µM) e U2OS (CI50 = 126 

µM) (ZHANG et al., 2015); células de carcinoma hepatocelular (HepG2) (CI50= 30 µM) 

(GUNASEKARAN, ELANGOVAN e DEVARAJ, 2017); linhagens de carcinoma do colo de 

útero (HeLa), pulmão (A-549) e carcinoma epidermóide de boca (KB) com inibição de 90% 

da apoptose  (PACHAURI, GUPTA e GHOSH, 2015). Além disso, têm sido demonstrado 

que a piperina inibe o processo de angiogênese na aorta de ratos, o qual exerce importante 

função na progressão de tumores (DOUCETTE et al., 2013). 

 A piperina pode potencializar o efeito anticâncer de alguns quimioterápicos padrão in 

vitro, como a doxorrubicina e mitoxantrona em células de câncer de mama (MCF-7) e pulmão 

(A-549) (LI et al., 2011); e o paclitaxel em células de adenocarcinoma de ovário humano 

(SKOV-3) (PAL et al., 2016). 

 Este alcaloide ainda apresenta a capacidade de proteger alguns linhagens de células 

contra a morte celular induzida por agentes tóxicos, como demonstrado por Lee, Han e Kim 

(2006), onde a piperina (1 μM) inibiu 55% a morte celular induzida por MPP (1-metil-4-

fenilpiridinio) em linhagem de células de glândula adrenal de ratos (PC12). O pré-tratamento 

de células atriais de coelhos expostas a baixas concentrações de H2O2 (peróxido de 

hidrogênio), com 7 µM de piperina, aumentou a atividade da enzima superoxido dismutase, 

reduzindo peroxidação lipídica e estresse oxidativo (MA et al., 2014).  
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A ação da piperina no DNA também já foi investigada por Doucette e colaboradores 

(2013), os quais observaram a ocorrência de inibição de 87% da síntese de DNA em células 

endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs). A genotoxicidade da piperina foi avaliada 

in vitro e in vivo através do teste de micronúcleos, o qual revelou ausência de ação genotóxica 

para camundongos (574 mg/Kg) e para células ovarianas de hamsters (1 mM) (THIEL et al., 

2014).   

 

 

 

 

 

4.5 Mecanismos de ação dos carrapaticidas 

 

As principais classes de carrapaticidas disponíveis e utilizadas no Brasil para o 

controle de R. microplus têm o sistema nervoso dos artrópodes como principal órgão alvo. 

Dentre estas classes, incluem-se os organofosforados e carbamatos, os quais atuam inibindo a 

enzima acetilcolinesterase do parasito (TAN et al., 2011); formamidinas (amitraz), cujo 

mecanismo de ação  proposto está relacionado a receptores de octopamina, α-2 adrenérgicos e 

monoamina oxidase (JONSSON e HOPE, 2007); fenilpirazol (fipronil), potente bloqueador 

dos receptores GABA e glutamato, interferindo na passagem de íons cloreto através destes 

receptores (TINGLE et al., 2003; ZHAO et al., 2004); lactonas macrocíclicas (Ivermectina), 

as quais, assim como o fenilpirazol, também  apresentam os canais de cloreto dependente de 

GABA e glutamato como alvo molecular (GUERRERO, LOVIS e MARTINS, 2012) e os 

Figura 3- Estrutura química dos alcaloides berberina (1), harmalina (2) e piperina (3). 
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piretroides, que atuam sobre os  canais de sódio e como inibidores do GABA (VIJVERBERG 

e BERCKEN, 1990).  

 Outros compostos carrapaticidas atuam como inibidores do crescimento, interferindo 

no processo de desenvolvimento dos parasitos sem causar a morte direta dos mesmos. 

Destaca-se nesse grupo, a classe dos benzoilfenilureias, composta por moléculas que inibem a 

síntese e deposição de quitina nos artrópodes, sendo o fluazuron, uma das principais 

moléculas pertencentes a esta classe utilizadas no controle de R. microplus (VASUKI e 

RAJAVEL, 1992; GRAF, 1993).  

 De acordo com Santos e colaboradores (2019), estudos sobre os mecanismos de ações 

para estabelecer as interações entre os metabólitos secundários de plantas e os diferentes 

estágios e espécies de parasitos se fazem necessários. 

 

4.5.1 Acetilcolinesterase (AChE) 

 

 Colinesterase é uma família de enzimas que catalisam a hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina (ACh) em colina e acetato. Esta hidrólise é fundamental para que o neurônio 

colinérgico retorne ao seu estado de repouso após a passagem do estimulo nervoso 

(COLOVIC et al., 2013).  

 A acetilcolinesterase é encontrada em bactérias, plantas e animais, o que sugere a 

existência de outras funções além do seu papel sináptico (WESSLER, KIRKPATRICK e 

RACKE, 1998). Nos vertebrados, a AChE é caracterizada como um único gene codificando 

esta enzima (MASSOULIÉ et al., 1998), enquanto que nos invertebrados, múltiplos genes 

codificam AChEs (TEMEYER et al., 2004; TEMEYER et al., 2013). No R. microplus já 

foram identificados três genes que expressam AChEs, RmAChE 1 (BAXTER e BARKER, 

1998), RmAChE 2 (HERNANDEZ et al., 1999) e RmAChE 3 (TEMEYER et al., 2004). 

Resultados de estudo realizados por Temeyer e colaboradores (2010) demonstraram a 

expressão de formas recombinantes das três AChEs de R. microplus. Os autores ainda 

observaram que estas três enzimas apresentam diferentes propriedades cinéticas, ratificando a 

hipótese de que as RmAChE 1, RmAChE 2 e RmAChE 3 podem desempenhar diferentes 

funções no carrapato.  

 Esta enzima é essencial para o funcionamento do sistema nervoso dos artrópodes e 

portanto, sua inibição por praguicidas organofosforados e carbamatos leva à paralisia 

neuromuscular e consequente morte do parasita (TAN et al., 2011). Além disso, funções 
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diferentes entre as três AChEs pode representar uma oportunidade para o desenvolvimento de 

carrapaticidas seletivos para uma ou mais das RmAChEs (TEMEYER et al., 2010).  

 

   4.5.1.1 Estudo da atividade anticolinesterásica 

 

 Atualmente estudos tem utilizado metodologias computacionais (in silico) para 

predizer a afinidade de ligação entre as diversas classes de compostos químicos, incluindo os 

alcaloides e seus alvos moleculares no planejamento e desenvolvimento de novos fármacos 

(JIN e SHEN, 2012). Um método computacional bastante empregado para investigar 

compostos com ação anticolinesterásica (HUANG et al., 2010b; JIN e SHEN, 2012; SU et al., 

2013; SWALE et al., 2013; CONCEIÇÃO et al., 2020) é o acoplamento (docking) molecular 

que visa estabelecer as características de interação entre as estruturas tridimensionais (3D) de 

um ligante (micromolécula) e um alvo biológico (biomacromolécula) (KITCHEN et al., 2004; 

GOHLKE e KLEBE, 2002), além de estimar sua afinidade de ligação (KUMAR et al., 2015). 

O processo de acoplamento envolve duas etapas: a predição de conformações e orientações do 

ligante no sítio de ligação do alvo biológico e a atribuição de valores de energia de interação 

entre eles (MENG et al., 2011). 

 Uma outra ferramenta utilizada para estudar o complexo proteína-inibidor in silico é 

a dinâmica molecular (DM). Esta metodologia é fundamentada nos princípios da mecânica 

clássica e fornece informações sobre o comportamento dinâmico (movimento físico) dos 

átomos que compõem o sistema receptor-ligante em função do tempo. A DM incorpora 

flexibilidade ao ligante e receptor, melhorando suas interações e reforçando a 

complementariedade entre eles. Além disso, a habilidade de incorporar moléculas de solvente 

no sistema é importante para o entendimento do papel da água e seus efeitos sobre a 

estabilidade de complexos proteína-inibidor (NAMBA, SILVA e SILVA, 2008; WANG, 

SING e LI, 2021). 
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5 CAPÍTULO I: ESTUDOS IN VITRO E IN SILICO DAS ATIVIDADES 

LARVICIDA E ANTICOLINESTERÁSICA DOS ALCALOIDES BERBERINA, 

HARMALINA E PIPERINA SOBRE RHIPICEPHALUS MICROPLUS 

 

5.1 RESUMO 

Rhipicephalus microplus é responsável por grandes perdas econômicas na pecuária e seu 

controle tem se tornado difícil devido ao estabelecimento de carrapatos resistentes a 

carrapaticidas comerciais. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito larvicida in vitro 

dos alcaloides berberina, harmalina e piperina, e também investigar seus mecanismos 

inibitórios contra a enzima acetilcolinesterase. Os efeitos dos alcaloides nas larvas foram 

observados empregando o teste de imersão larvar. Berberina e piperina apresentaram 

atividade larvicida maior que 95%, não diferindo do fipronil (controle positivo, 100%, p > 

0,05) e piperina, o alcaloide mais ativo, teve menor CE50 (concentração efetiva 50%) de 6,04 

mM. O tratamento com a harmalina (24 mM) resultou em reduzida atividade larvicida com 

percentual de mortalidade de apenas 32,75%. A enzima acetilcolinesterase foi obtida de larvas 

de R. microplus (RmAChE) e a atividade anticolinesterásica foi determinada 

espectrofotometricamente. A maior atividade anticolinesterásica foi observada para a 

berberina (CI50 = 88,13 µM), enquanto a piperina apresentou baixa atividade (CI50 > 200 

µM). Os estudos de acoplamento na RmAChE 1, seguidos por simulação de dinâmica 

molecular de 10 ns, sugerem que a berberina estabiliza a RmAChE 1 em um desvio quadrático 

médio (RMSD) menor do que a proteína Apo. Poucas interações de ligações de hidrogênio 

entre berberina e resíduos de RmAChE 1 foram equilibradas por interações hidrofóbicas e do 

tipo π. A berberina preenche preferencialmente o sítio aniônico periférico (PAS), o que se 

correlaciona com seu mecanismo não competitivo. Esses resultados sugerem que os alcaloides 

berberina e piperina têm ação carrapaticida in vitro sobre as larvas de R. microplus, e o 

provável mecanismo de ação da berberina está relacionado à inibição da RmAChE 1 no 

acesso aos resíduos de PAS. Esses dados poderão auxiliar no estudo de novos produtos 

naturais que possam inibir o RmAChE 1 auxiliando no desenvolvimento de novos 

carrapaticidas. 

Palavras-chave: carrapato bovino, acetilcolinesterase, piperina, harmalina e berberina 
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5.2 ABSTRACT  

Rhipicephalus microplus is responsible for high economic losses in livestock and its control 

has become difficult due to the establishment of tick’s resistant to commercial acaricides. This 

study aimed to evaluate the in vitro larvicidal effect of the alkaloids berberine, harmaline and 

piperine, and also to investigate their inhibitory mechanisms against the acetylcholinesterase 

enzyme. The effects of alkaloids on the larvae were observed using the larval immersion test. 

Berberine and piperine showed larvicidal activity greater than 95%, not differing from fipronil 

(positive control, 100%, p > 0.05) and piperine, the most active alkaloid, had a lower EC50 

(effective concentration 50%) of 6.04 mM. The treatment with harmaline (24 mM) resulted in 

reduced larvicidal activity with a mortality rate of only 32.75%. The acetylcholinesterase 

enzyme was obtained from R. microplus larvae (RmAChE) and the anticholinesterase activity 

was spectrophotometrically determined. The highest anticholinesterase activity was observed 

for berberine (IC50 = 88.13 µM), while piperine showed low activity (IC50 > 200 µM).  

Docking studies in RmAChE 1, followed by 10 ns molecular dynamics simulation, suggest 

that berberine stabilizes the RmAChE at lower Root-Mean-Square Deviation (RMSD) than 

Apo protein. Few hydrogen-bond interactions between berberine and RmAChE 1 residues 

were balanced by hydrophobic and π-type interactions. Berberine fills preferentially the 

peripheral anionic site (PAS), which correlates with its non-competitive mechanism. These 

results suggested that berberine and piperine alkaloids have an in vitro acaricidal action on R. 

microplus larvae, and the likely mechanism of action of berberine is related to RmAChE 1 

inhibition when accessing the PAS residues. These data could help the study of new natural 

products that could inhibit RmAChE 1 aiding the development of new acaricides. 

 

Key-words: cattle tick, acetylcholinesterase, piperine, harmaline and berberine 
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5.3 INTRODUÇÃO 

 

 O carrapato dos bovinos Rhipicephalus microplus é um ectoparasita hematófago 

responsável por elevadas perdas na pecuária bovina (BANUMATHI et al., 2017). A 

infestação dos animais por esta espécie de carrapato tem ocasionado diversos efeitos 

negativos na produtividade, incluindo redução no ganho de peso, diminuição da produção de 

leite e má qualidade do couro. No Brasil, estas perdas econômicas anuais são estimadas em 

3,2 bilhões de dólares (GRISI et al., 2014). 

A utilização de carrapaticidas químicos comerciais, ainda é o principal método de 

controle das infestações por R. microplus. Entretanto, a utilização indiscriminada destes 

produtos tem favorecido o desenvolvimento de populações de carrapatos resistentes aos 

carrapaticidas comerciais (DANTAS et al., 2015), e aumentado o risco de contaminação dos 

produtos de origem animal e do meio ambiente (GONÇALVES, HUERTA e FREITAS, 

2016). Dentre as diversas classes de compostos antiparasitários frequentemente 

comercializados e utilizados em medicina veterinária, destacam-se os organofosforados e 

carbamatos, os quais têm como alvo molecular, a inibição da enzima acetilcolinesterase 

(GUERREIRO, LOVIS e MARTINS, 2012).  

 O emprego de novas moléculas com atividade carrapaticida obtidas ou sintetizadas a 

partir de produtos naturais tem sido proposto como alternativa de tratamento com o objetivo 

de minimizar os riscos sobre os alimentos de origem animal e ambiente (TORRES et al., 

2014; CHAGAS et al., 2016).  

 Dentre os metabólitos secundários das plantas, os alcaloides representam uma classe 

amplamente estudada para a descoberta de novos protótipos de inibidores da enzima 

acetilcolinesterase (DEMBITSKY et al., 2020), especialmente a berberina, a harmalina e a 

piperina. A berberina é um alcaloide isoquinolínico amplamente distribuído no reino vegetal 

(ASAI et al., 2007) com ações antiprotozoária (SOFFAR et al., 2001), antibacteriana 

(DZIEDZIC, WOJTYCZKA e KUBINA, 2015), antiviral (LUGANINI et al., 2019), 

antifúngica (SINGH et al., 2001), antitumoral (LU et al., 2015; KAUR et al., 2016), 

neuroprotetora (HE et al., 2017) e anticolinesterásica (KIM et al., 2004; JUNG et al., 2009; 

EL-WAHAB et al., 2013; ROSELLI et al., 2016; HUSSIEN et al., 2018; KONG et al., 2019). 

A harmalina é um alcaloide β-carbolina encontrado nas sementes e frutos da espécie Peganum 

harmala (HERRAIZ et al., 2010; BOURNINE et al., 2017). Para este composto já foram 

relatadas atividades antibacteriana e antifúngica (NENAAH, 2010), inseticida (RIZWAN-UL-

HAQ et al., 2009; NENAAH, 2011), herbicida (DENG et al., 2014), antiparasitária (DI 



44 

 

GIORGIO et al., 2004; SHANG et al., 2016), antitumoral (JIMÉNEZ et al., 2008; NAFISI et 

al., 2010), ansiolítica e antidepressiva (EBRAHIMI-GHIRI, NASEHI e ZARRINDAST, 

2019) e anticolinesterásica (YANG et al., 2015). O alcaloide piperidínico piperina é o 

principal componente ativo presente nos frutos de diferentes espécies de pimenta do gênero 

Piper (SEMLER e GROSS, 1988; BOLL et al., 1994; CHAGAS et al., 2012; YOON et al., 

2015; LIU et al., 2015). As principais atividades biológicas deste alcaloide são relacionadas a 

suas ações imunomoduladora (SHENOY et al., 2014; DOUCETTE et al., 2015), inseticida 

(SAMUEL et al., 2016), antitumoral (GREENSHIELDS et al., 2015; GUNASEKARAN, 

ELANGOVAN e DEVARAJ, 2017), carrapaticida (CHAGAS et al., 2012) e 

anticolinesterásica (CHONPATHOMPIKUNLERT, WATTANATHORN e 

MUCHIMAPURA, 2010; DAHIYA et al., 2018).  

 A berberina, a harmalina e a piperina apresentaram atividade inibitória contra as 

enzimas acetilcolinesterase de peixes e/ou roedores (DAHIYA et al., 2018; KONG et al., 

2019; YANG et al., 2015). No entanto, até o momento, a atividade anticolinesterásica não foi 

ainda investigada em larvas de R. microplus. A atividade contra carrapatos foi relacionada 

apenas à piperina (CHAGAS et al., 2012). O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito 

larvicida in vitro desses alcaloides sobre R. microplus e investigar a sua correlação com o 

mecanismo de inibição da acetilcolinesterase. Além disso, o perfil de inibição molecular do 

alcaloide mais ativo na acetilcolinesterase do carrapato (RmAChE 1) foi investigado in silico 

através do acoplamento e simulação de dinâmica molecular. 

 

5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Todo o delineamento experimental foi previamente submetido e aprovado pelo comitê 

de Ética no uso de animais da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal da Bahia (Protocolo nº74 /2018) (Anexo 1).  

 

5.4.1 Obtenção dos alcaloides 

 

 Os alcaloides berberina chloride, harmalina e piperina foram adquiridos 

comercialmente da empresa Sigma-Aldrich® (USA) e apresentam pureza > 95%.  
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5.4.2 Obtenção de Rhipicephalus microplus 

 

 Foram utilizadas teleóginas de R. microplus coletadas manualmente de bovinos 

leiteiros naturalmente infestados e livres de exposição a carrapaticidas por um período 

mínimo de 30 dias. Estes animais foram mantidos na Fazenda Experimental da Escola de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), localizada no 

município de São Gonçalo dos Campos-BA. Após a coleta, as teleóginas foram 

acondicionadas em recipientes plásticos perfurados e transportadas para o Laboratório de 

Toxicologia e Fitoterapia (LATOF) da UFBA, em caixa térmica sob refrigeração (4° C) por 2 

horas. 

 As teleóginas foram colocadas em placas de petri e mantidas à temperatura de 26 ± 

2°C e umidade relativa do ar superior a 80% até o término da ovipostura (15 dias). As massas 

de ovos foram coletadas e acondicionadas em tubos de ensaio devidamente fechados com 

algodão e mantidos sob as mesmas condições da ovipostura por 18 dias, período necessário 

para a eclosão das larvas, as quais foram utilizadas nos testes larvicida e anticolinesterásico. 

 

5.4.3 Estudos in vitro 

 

5.4.3.1 Avaliação da atividade carrapaticida: Teste de imersão de larvas  

 

No teste de imersão larvar foram utilizadas larvas de R. microplus com idade entre 

sete e 21dias. Os testes foram conduzidos de acordo com a metodologia descrita por Souza et 

al. (2008) e modificado por Silva et al. (2009). Aproximadamente 100 larvas de R. microplus 

foram acondicionadas em seringas plásticas de 3mL, previamente preparadas pelo corte da 

extremidade do bico e fechada com tecido voal preso com elástico.  

As concentrações dos alcaloides foram determinadas a partir de resultados obtidos em 

estudo piloto utilizando os compostos na maior concentração possível abaixo do nível de 

saturação (24 mM). Os compostos que apresentaram eficácia igual ou superior a 95%, foram 

avaliados em diferentes concentrações. Foram utilizadas as concentrações de 1,5; 3; 6; 12; 16 

e 24 mM para a piperina e berberina, e somente a maior concentração para a harmalina (24 

mM). Os alcaloides foram diluídos em etanol a 70%. Água destilada e etanol a 70% foram 

utilizados como controles negativos; e fipronil (TopLine®) (fenilpirazole 10 mg/mL- 

CONCEIÇÃO et al., 2017) como controle positivo. 
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As seringas contendo as larvas foram imersas nas soluções contendo os diferentes 

tratamentos e controles durante 5 minutos. Após a imersão, o excesso de líquido foi removido 

e as seringa com as larvas foram incubadas a 26 ± 2 °C com umidade relativa ≥ 80% por 24 

horas. Em seguida, as larvas foram estimuladas por meio da exposição a uma fonte de luz, e 

as larvas imóveis foram registradas como mortas. As larvas vivas e mortas foram contadas 

usando uma lupa, e os percentuais de mortalidade foram calculados nas diferentes 

concentrações testadas. 

 

5.4.3.2 Avaliação da atividade anticolinesterásica  

 

 A enzima acetilcolinesterase foi extraída de larvas de R. microplus com 1 semana de 

idade, conforme descrito por Wright e Ahrens (1988).  As larvas foram mortas por exposição 

a vapor de clorofórmio por 30 minutos, e 50 mg de larvas foram então lisadas mecanicamente 

em água deionizada (2 mL) por 3 minutos utilizando um homogeneizador potter elvehjem 

(triturador de tecido). O lisado foi centrifugado por 5 minutos a 1.000 x g e o sobrenadante 

contendo as enzimas solúveis foi recuperado e armazenado a 4 °C até a realização dos ensaios 

da atividade enzimática.  

 A absorbância das proteínas sobrenadantes foi medida espectrofotometricamente a 595 

nm (modelo Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, EUA) e a concentração de proteína 

solúvel total foi estimada com o método de Bradford (1976), usando albumina bovina como 

padrão. 

 A atividade anticolinesterásica dos alcaloides foi determinada 

espectrofotometricamente a 412 nm de acordo com o método de Ellman (1961) modificado 

por Wright e Ahrens (1988). A concentração ideal do substrato (iodeto de acetiltiocolina) foi 

estabelecida com base no valor da constante aparente de Michaelis-Menten (KM). 

Resumidamente, alíquotas do sobrenadante (concentração de proteína total = 638 μg/mL) 

foram misturadas com concentrações crescentes de substrato (10, 21, 42, 84, 168, 335 e 670 

μM) e a curva de absorção foi rastreada. A relação entre a taxa de reação (inclinação da curva 

de absorção) e a concentração do substrato foi utilizada para calcular o KM aparente por 

regressão não linear (JOHNSON e GOODY, 2011). 

 As concentrações dos alcaloides foram determinadas a partir dos resultados obtidos 

em estudo piloto, em que os alcaloides mais ativos no teste carrapaticida foram avaliados na 

concentração de 200 μM. Alíquotas do sobrenadante contendo acetilcolinesterases de R. 

microplus (638 μg/mL) foram misturadas com os alcaloides nas seguintes concentrações: 
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piperina (apenas 200 μM diluída em etanol 70%) e berberina (12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 

μM diluída em água deionizada). Em seguida, 200 μL de 5,5′-Ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) 

(DTNB 0,1 M) foram adicionados. Em seguida, o iodeto de acetiltiocolina (35 μM) foi usado 

como substrato para iniciar a reação. Para este ensaio enzimático, dois controles negativos 

foram usados (água deionizada e etanol 70%) e a eserina (50 μM) como controle positivo.  

 Todos os testes foram realizados em triplicata e o percentual de inibição da atividade 

enzimática foi calculado através da seguinte equação: % de inibição = (Controle negativo – 

Branco) – (Experimento – Branco do experimento) ×100 / (Controle negativo – Branco). 

   

5.4.3.3 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando software GraphPadPrism® (versão 5.0 

para Windows). A diferença entre grupos foi avaliada por análise de variância (ANOVA), 

seguido do teste de Tukey, considerando o nível de significância ≥ 95 % (p < 0,05). A CE50 

(concentração efetiva 50%) foi estimada através da análise de regressão linear e a CI50 

(concentração inibitória 50%) por regressão não-linear.  

 

 5.4.4 Estudos in silico 

 

5.4.4.1 Estudos de acoplamento molecular na enzima acetilcolinesterase de 

Rhipicephalus microplus 1 (RmAChE 1) 

 

 O modelo 3D da RmAChE 1 (resíduos 51 a 528, código UniProt: A0A0F6P2D6) foi 

previamente construído por modelagem comparativa (LIMA et al, 2020). As estruturas 3D e 

os principais resíduos dos sítios catalítico e aniônico periférico foram analisados visualmente 

com o software PyMOL ™ 1.8 (SCHRODINGER, 2015). A estrutura 3D da berberina foi 

preparada para o ensaio de acoplamento no modelo RmAChE 1 usando GOLD 5.7.3 (CCDC, 

Cambridge, UK) conforme descrito por Lima e colaboradores (2020). 

 

5.4.4.2 Simulação de dinâmica molecular do complexo alcaloide – RmAChE 1 

 

 Os sistemas foram simulados usando o programa GROMACS 4.6.3 de dupla precisão 

em um conjunto NPT (VAN DER SPOEL et al., 2005; HESS et al., 2008). O campo de força 

GROMOS96 54A7 (SCHMID et al., 2011) foi usado para simulação. O modelo de solvente 
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de água, modelo Extended Simple Point Charge (SPC/E) (BERENDSEN et al., 1987), foi 

inserido em uma caixa dodecaédrica a uma distância de 1,0 nm da superfície da proteína. Essa 

distância garante que a distância mínima entre as moléculas e sua imagem periódica seja 

maior do que o ponto de corte usado para as interações de Lennard-Jones (0,9 nm). Para 

neutralizar os sistemas, algumas moléculas de água foram substituídas por íons positivos 

(Na+), distribuídos aleatoriamente dentro da caixa. Este sistema possui aproximadamente 

64.534 partículas (RmAChE, berberina, água, Na+).  

 Parâmetros de campo de força para berberina foram extraídos do servidor ATB 

(Automated Topology Builder, https://atb.uq.edu.au, STROET et al., 2018), parâmetros de 

van der Waals e geométricos (ligações, ângulos, diédricos impróprios e torções) foram 

baseados no campo de força GROMOS 54A7 (SCHMID et al., 2011). As cargas atômicas 

parciais foram baseadas no ajuste do potencial eletrostático (ESP) usando o esquema Merz-

Kollmann-Singh (SINGH e KOLLMAN, 1984) no nível de teoria B3LYP/6-31G*. 

 Após preparação da proteína e do ligante, a minimização de energia foi realizada em 

três etapas (10.000 etapas cada) para evitar artefatos nas trajetórias atômicas, por causa da 

conversão de energia potencial em energia cinética (LINDAHL, HESS e VAN DER SPOEL, 

2001). Primeiramente, um algorítmo steepest descent foi aplicado, restringindo 

harmonicamente os átomos (não‐hidrogênio) da proteína às suas posições iniciais; Em 

seguida, uma nova etapa de minimização por steepest descent foi realizada sem restrições 

para a posição dos átomos. Posteriormente, um algoritmo de gradiente conjugado foi aplicado 

a todo o sistema para maior minimização de energia. As ligações envolvendo átomos de 

hidrogênio foram restringidas usando o algoritmo LINCS (BERK et al., 1997) para 

proteínas/ligantes e SETTLE (MIYAMOTO e KOLLMAN, 1992) para moléculas de água, 

permitindo o uso de um tempo de integração de 2 fentossegundos. Condições periódicas de 

contorno (periodic boundary conditions – PBC) foram aplicadas e os pontos de corte, para 

átomos não ligados diretamente, foram fixados em 0,9 nm para ambas as interações de 

Coulomb e van der Waals. As interações eletrostáticas de longo alcance foram tratadas 

usando o método Particle‐Mesh‐Ewald (PME) (DARDEN, YORK e PEDERSEN, 1993).

  Em seguida, o sistema foi equilibrado durante 1 ns, a 25°C (298 K), com posições dos 

átomos (não-hidrogênio) restringida da proteína. A temperatura e a pressão foram mantidas 

constantes em 25°C (298 K) e 1 atm, empregando a abordagem de V-redescale (BUSSI, 

DONADIO e PARRINELLO, 2007) e acoplamento de Berendsen (BERENDSEN, POSTMA 

e VANGUNSTEREN, 1984), respectivamente. Em seguida, uma simulação de 10 ns sem 

restrições foram realizados para obtenção dos dados. 



49 

 

5.5 RESULTADOS 

 

5.5.1 Atividade carrapaticida in vitro 

 

 No teste de imersão de larvas de R. microplus (Figura 1) os alcaloides avaliados 

promoveram a morte das larvas de carrapatos em todas as concentrações testadas e de forma 

concentração-dependente, exceto a harmalina. A berberina e a piperina apresentaram elevada 

eficácia larvicida (97 e 98%, respectivamente) apenas na maior concentração (24 mM), não 

diferindo do controle positivo (100%, p > 0,05). A CE50 da berberina foi 6,76 mM (R2 = 0,98), 

enquanto a piperina apresentou valor de 6,04 mM (R2 = 0,98). O tratamento com a harmalina 

na concentração de 24 mM demonstrou reduzida atividade larvicida, com 32,75% de 

mortalidade das larvas. 

 

Figura 1- Percentual de mortalidade (média ± desvio padrão) in vitro de larvas de Rhipicephalus microplus expostas 

aos alcaloides berberina e piperina. (Letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significante, p 

< 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5.2 Atividade anticolinesterásica in vitro  

 

Primeiramente, foi determinada a constante aparente de Michaelis-Menten da 

acetiltiocolina (KM = 17,83 ± 1,55 μM) (Apêndice A). Na concentração de 200 μM a piperina 

inibiu apenas 24% da atividade enzimática, enquanto a berberina apresentou um nível de 

inibição de 74%, diferindo do controle negativo (p < 0,05) (Figura 2). Inibição dependente da 
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concentração foi observada para a berberina (CI50 = 88,13 μM, R2 = 0, 99). Devido a reduzida 

atividade larvicida da harmalina (32,75%), verificada neste estudo, a avaliação da atividade 

anticolinesterásica não foi realizada com este alcaloide.     

  
Figura 2 – Percentual de inibição (média ± desvio padrão) in vitro da atividade da acetilcolinesterase exposta ao 

alcaloide berberina. (Letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significante, p < 0,05). 

 

 

 
 

 

 5.5.3 Ensaios de acoplamento e dinâmica molecular in silico 

 

 Inicialmente, a evolução temporal da RmAChE 1 em sua forma isolada (apo) e 

complexada com berberina foram avaliadas por meio do desvio médio padrão (RMSD) e 

sugere que todos os sistemas estabilizaram após 3 ns (Apêndice C). 

 As análises realizadas de 3 a 10 ns mostram que o sistema do complexo berberina-

RmAChE 1 é mais estável (0,299 ± 0,02 nm) do que o sistema apo (0,332 ± 0,03 nm). Os 

sistemas também foram analisados quanto à sua compactação ao longo da trajetória através do 

raio de giro (Rg) e não revelaram nenhuma mudança conformacional significativa durante a 

simulação (Apêndice C). Juntos, os dados RMSD e Rg garantiram que nossas simulações 

fossem estáveis e úteis para outras análises. 

 Os dados de flutuação dos resíduos (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) sugerem 

que a região entre os resíduos 274 e 287 do complexo, pertencente ao Sítio Aniônico 

Periférico (Peripheral Anionic Site, PAS) e sítio catalítico, tem amplitude menor que a apo 
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proteína (Apêndice D). A maior estabilização dessa região pode estar relacionada ao perfil de 

interação da berberina com a RmAChE 1. Para entender esse comportamento, as interações 

das ligações de hidrogênio foram primeiro mapeadas durante a simulação. Esta análise mostra 

que o nitrogênio indólico do resíduo triptofano 328 interagiu com a porção benzodioxol da 

berberina (5,85%). De maneira semelhante, os átomos de oxigênio do núcleo de dimetoxi-

benzeno atuam como aceptores de ligações de hidrogênio frente às hidroxilas da cadeia lateral 

dos resíduos treonina 279 (3,57%) e 70 (0,29%) (Figura 3). 

 

Figura 3 – Principais interações da RmAChE 1 complexada com a berberina. A estrutura RmAChE 1 é mostrada 

em cartoon (branco) e seus resíduos interagentes e a berberina estão representados em bastões e coloridos da 

seguinte forma: sítio interação (ciano), sítio aniônico periférico (PAS, azul escuro) e berberina (amarelo). Esta 

imagem foi gerada pelo Pymol 2.1.0 (Schrödinger, 2013).  

 

 
 

 

 De modo geral, existe uma baixa influência das interações de ligações de hidrogênio 

(< 10%) que parece ser complementada por interações hidrofóbicas e outras interações 

eletrostáticas, como os tipos empilhamento π e cátion-π, realizadas com os resíduos 

aromáticos do PAS: tirosinas 122 e 332, fenilalaninas 287 e 333 (Figura 3 e Apêndice E). 
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Além disso, vários outros resíduos pertencentes ao PAS e ao sítio catalítico fizeram contatos 

com a berberina: Valina 67, Leucina 68, Aspartato 69, Glicina 120, fenilalanina 329 e 

Histidina 438 (Apêndice E). 

 

5.6 DISCUSSÃO 

 

A utilização de testes in vitro é muito importante para a identificação e seleção de 

compostos para avançar no desenvolvimento de novos produtos para o controle de R. 

microplus (ROSADO-AGUILAR et al., 2017). Resultados de estudos in vitro têm 

demonstrado a utilização de compostos isolados de plantas contra diferentes estágios de 

desenvolvimento de R. microplus (OLIVEIRA-CRUZ et al., 2013; SENRA et al., 2013; 

VALENTE et al., 2014; JIA et al., 2018; CARDOSO et al., 2020; CONCEIÇÃO et al., 2020). 

O presente estudo demonstrou elevada (> 95%) eficácia carrapaticida contra larvas de R. 

microplus para os alcaloides berberina e piperina. Este é o primeiro relato da atividade 

larvicida da berberina para carrapatos. 

A ação da piperina sobre larvas de R. microplus foi investigada por Chagas e 

colaboradores (2012). Nesta avaliação, os autores não observaram mortalidade das larvas ao 

testarem a piperina isolada das folhas de Piper tuberculatum numa concentração 1,8 vezes 

maior (1,25% = 44,11mM) do que a utilizada no presente estudo. Essa divergência de 

resultados pode ser atribuída a vários fatores como: diferença entre as cepas de carrapatos 

utilizadas, metodologias de bioensaio variáveis e grau de pureza do alcaloide. Neste estudo, as 

larvas foram imersas na solução de piperina durante 5 minutos, enquanto Chagas e 

colaboradores (2012) colocaram as larvas entre papéis de filtro impregnados com a solução de 

piperina por 24 horas. A imersão na solução contendo o alcaloide no presente estudo pode ter 

resultado em maior absorção da piperina pelas larvas e contribuído para a maior mortalidade 

larvar. No entanto, diferenças na pureza da piperina (≥ 97% no presente estudo) também 

podem ter contribuído para a divergência nos resultados entre os estudos. 

Neste estudo, nenhuma atividade anticolinesterásica considerável foi observada para 

piperina (CI50 > 200 µM), o que sugere que a atividade larvicida desse alcaloide pode estar 

relacionada a outro mecanismo de ação, embora a inibição da acetilcolinesterase tenha sido 

previamente descrita em roedores (DAHIYA et al., 2018). 

O tratamento das larvas de R. microplus com a harmalina apresentou baixa atividade 

larvicida (32,75%), contudo, em estudos com Psoroptes cuniculi, ácaro que infesta o ouvido 

de coelhos, este alcaloide apresentou elevada ação carrapaticida, com percentual de 
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mortalidade de 90% na concentração de 2,5mg/mL (SHANG et al., 2016). No presente 

estudo, foi utilizado o dobro (24 mM = 5mg/mL) da concentração empregada por Shang e 

colaboradores (2016), e não foram obtidos resultados satisfatórios com este alcaloide. Por se 

tratar de duas espécies distintas de ácaros, é possível que diferenças morfológicas e 

fisiológicas existentes entre as espécies possam explicar estes resultados. 

 Apesar de já existirem relatos sobre a atividade anticolinesterásica da harmalina, em 

peixe-elétrico (CI50 = 195 µM) (YANG et al. 2015), esta atividade não foi avaliada em larvas 

de R. microplus, em virtude do reduzido efeito larvicida observado para este alcaloide neste 

estudo. 

 Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a elevada atividade larvicida da 

berberina (97% de mortalidade) a 24 mM esteve correlacionada com o elevado potencial de 

inibição à 400 µM (82%) da enzima acetilcolinesterase de larvas de carrapatos. O uso de 

compostos derivados de plantas com mecanismos de ligação à enzima acetilcolinesterase tem 

sido descrito na literatura. Recentemente, Conceição e colaboradores (2020) conseguiram 

estabelecer uma correlação entre a atividade larvicida (in vitro) com o alvo biológico dos 

anticolinesterásicos (in silico) a partir do alcaloide boldine extraído dos galhos de Ocotea 

spixiana (família Lauraceae) contra R. microplus. A atividade anticolinesterásica (in vitro) 

também foi o principal mecanismo de ação atribuído ao terpeno carvacrol na mortalidade de 

larvas de R. microplus suscetíveis e resistentes a organofosforados e carbamatos (CARDOSO 

et al., 2020). Estes estudos, somados aos nossos resultados, reforçam à ideia de que, embora o 

alvo biológico seja o mesmo (acetilcolinesterase), novos compostos podem interagir de 

maneira diferente com a enzima, até mesmo em cepas resistentes de carrapatos. Este 

mecanismo de inibição da acetilcolinesterase corresponde ao mecanismo de ação dos 

carrapaticidas organofosforados e carbamatos disponíveis comercialmente e frequentemente 

utilizados na Medicina Veterinária (GUERRERO, LOVIS e MARTINS, 2012). 

 Os resultados com a berberina sugerem que a inibição da enzima acetilcolinesterase é 

o mecanismo de ação pelo qual este alcaloide causa a morte das larvas. A atividade 

anticolinesterásica da berberina foi determinada em alguns modelos animais, incluindo peixes 

(JUNG et al., 2009; HUANG et al., 2010a; SU et al., 2013; ROSELLI et al., 2016; 

BALKRISHNA et al., 2019) e roedores (KIM et al., 2004; EL-WAHAB et al., 2013; 

HUSSIEN et al., 2018; KONG et al., 2019). O valor de CI50 da berberina no presente estudo 

(88,13 μM) permite classificá-la como uma molécula preliminar no desenvolvimento de 

antiparasitários, embora esteja longe dos valores descritos para as acetilcolinesterases de 

peixe elétrico (Electrophorus electricus) (0,374 - 2,8 μM) (HUANG et al., 2010a; 
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BALKRISHNA et al., 2019) e roedores (2,33 - 3,3 μM) (KIM et al., 2004; KONG et al., 

2019). Esta diferença pode estar relacionada ao ensaio de modelo biológico empregado neste 

estudo, que começa a partir de uma matriz complexa, ou seja, sobrenadante de lisado de 

larvas de R. microplus. No presente estudo, a concentração de RmAChEs era desconhecida, e 

a concentração de proteína total no sobrenadante foi padronizada (638 μg/mL). Devido a 

essas peculiaridades, é aceitável atingir diferenças maiores que 10 vezes em comparação à 

enzima isolada (SCOTT e WILLIAMS, 2012). Então, o valor de berberina CI50 é aceitável 

nas condições estabelecidas. 

 Além disso, outras acetilcolinesterases (RmAChE 2, HERNANDEZ et al., 1999 e 

RmAChE 3, TEMEYER et al., 2004) podem potencialmente interferir nos valores estimados 

de atividade biológica da berberina no ensaio porque essas enzimas competem com RmAChE 

1. Assim, para reduzir o efeito de outras enzimas neste estudo, a concentração de substrato foi 

fixada em 35 μM a partir do valor de KM aparente (17,83 μM, Apêndice A). Essa 

concentração de substrato usada nos ensaios enzimáticos é 7 vezes o valor do KM de RmAChE 

1 (5 μM - TEMEYER et al., 2010) e também corresponde a 0,7 vezes KM de RmAChE 2 (50 

μM) e 0,38 vezes KM de RmAChE 3 (90 μM) (TEMEYER et al., 2010). Com base nesses 

resultados, considera-se que apenas RmAChE 1 pode estar em uma condição catalítica 

adequada para avaliação da atividade biológica. Apesar disso, esta condição não evita a 

interação da berberina com outras RmAChEs ou sua adsorção por proteínas presentes na 

matriz complexa (lisado).  

 Dessa forma, com o objetivo de quantificar o nível de interação com múltiplos sítios 

de ligação dos ensaios de inibição da berberina, foi calculado o coeficiente de Hill (nH) 

(GESZTELYI et al., 2012; STEFAN e NOVÈRE, 2013). De acordo com o valor de nH para a 

berberina (0,89 ± 0,14; R2 = 0,99, Apêndice B), apenas um local (possivelmente de uma 

enzima) está envolvido na inibição observada neste estudo, sugerindo, com base nos dados de 

KM, que pode ser a RmAChE 1, o que valida a abordagem cinética definida pela equação de 

Michaelis-Mentem (ALON, 2007).  

 Com base nesses resultados bioquímicos, foi investigado o mecanismo molecular que 

governa as interações da berberina com a RmAChE 1, empregando alguns métodos 

computacionais como acoplamento e simulação por Dinâmica Molecular (DM). Como 

nenhuma estrutura experimental de RmAChE 1 em complexo com a berberina está disponível, 

a berberina foi encaixada na estrutura do modelo RmAChE 1, considerando seu mecanismo de 

inibição não-competitivo frente outras AChEs, como descrito por Huang e colaboradores 

(2010b). A modelagem RmAChE 1 foi recentemente descrita por Lima e colaboradores 
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(2020). Posteriormente, o complexo berberina-RmAChE 1 foi submetido a 10 ns de simulação 

de DM em solvente explícito para estudar seu comportamento em relação a enzima isolada 

(apo). Após essas simulações, ambos os sistemas estabilizaram a partir de 3 ns, permitindo a 

investigação dos principais aspectos estruturais que suportam a inibição da enzima observada 

in vitro (Apêndice C). Isso porque a trajetória utilizada nas análises reflete estruturas 

pertencentes a um estágio mais estável da simulação, reduzindo assim os artefatos devido às 

diferenças entre condições periódicas da caixa de simulação e os ambientes cristalinos 

(BATISTA et al., 2010).  

 A partir de dados de simulação por DM, foi observado que a berberina se acomodou 

preferencialmente entre os resíduos do sítio aniônico periférico com pouca interação no sítio 

catalítico (Figura 3), o que pode explicar o modo de inibição não-competitivo da berberina 

descrito anteriormente (HUANG et al., 2010b) e que está bem relacionado com os ensaios 

bioquímicos do presente estudo (Figura 2). As principais interações são: empilhamento π, 

cátion-π e contatos hidrofóbicos, especialmente com resíduos aromáticos em torno da 

berberina (Figura 3). Este modelo de interação é semelhante ao observado em outras 

acetilcolinesterases (HUANG et al., 2010a, 2010b; HUANG et al., 2012). 

 Além disso, foi analisado o padrão de interação por ligação de hidrogênio entre 

berberina e resíduos de RmAChE 1, a partir de dados de DM. Essas análises sugeriram que 

essas ligações de hidrogênio tem pouca influência sobre a estabilidade do complexo (< 10% 

do tempo de simulação). No entanto, o oxigênio do grupo dimetoxi-benzeno atua como 

aceptor de ligações de hidrogênio frente à hidroxila da cadeia lateral treonina 279. Este 

resíduo substitui o triptofano 286 da acetilcolinesterase humana (hAChE) e é a principal causa 

das quedas de atividade dos derivados contendo o grupo dimetoxi-benzeno da RmAChE 1, 

como o donepezil (3% de inibição a 0,1 mM, SWALE et al., 2013). Além disso, a cadeia 

lateral indólica do triptofano 328 de RmAChE 1 realizou ligações de hidrogênio com o núcleo 

de benzodioxola da berberina (Figura 3). Este padrão de interação do grupo benzodioxola se 

assemelha ao observado frente a tirosina 337 da hAChE, que é um resíduo frequentemente 

descrito como um porta de entrada do sítio ativo e que tem grande mobilidade e capacidade de 

interagir com o núcleo de benzodioxola de outros compostos (KRYGER, SILMAN e 

SUSSMAN, 1999; CHEUG et al., 2012).  
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5.7 CONCLUSÃO 

 

 A berberina e a piperina têm ação larvicida in vitro sobre R. microplus, e a berberina 

atua inibindo a enzima acetilcolinesterase das larvas. A harmalina tem reduzida ação larvicida 

in vitro sobre R. microplus. Estudos in silico sugerem que a inibição pela berberina resulta de 

interações com os resíduos do sítio aniônico periférico de RmAChE1. Esses resultados 

demonstram o alto potencial da berberina e piperina na pesquisa para o desenvolvimento de 

novos carrapaticidas eficazes e seguros.  
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6 CAPÍTULO II: AVALIAÇÃO ANTI-HELMÍNTICA IN VITRO DOS ALCALOIDES 

BERBERINA, HARMALINA E PIPERINA SOBRE NEMATOIDES 

GASTRINTESTINAIS DE CAPRINOS E CITOTOXICIDADE 

 

6.1 RESUMO 

As infecções por nematoides gastrintestinais (NGI) representam impactos negativos na 

criação de caprinos, tanto pela redução na produção, quanto pelo aumento nos custos com o 

tratamento dos animais. Os anti-helmínticos comerciais têm sido cada vez mais ineficazes no 

tratamento das nematodioses, devido ao desenvolvimento de parasitos resistentes a estes 

produtos. A utilização de compostos bioativos derivados de plantas vem sendo pesquisados 

como alternativa para o controle de parasitos. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade 

anti-helmíntica in vitro dos alcaloides berberina, harmalina e piperina sobre NGI de caprinos 

e seus possíveis efeitos citotóxicos em células Vero. A avaliação anti-helmíntica foi realizada 

utilizando os testes de eclosão de ovos (TEO) e motilidade larvar (TML) nas seguintes 

concentrações: berberina 0,17; 0,34; 0,67; 1,34 e 2,69 mM, harmalina 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8 

mM e piperina 0,00687; 0,01375; 0,0275; 0,055 e 0,110 mM – TEO e 0,22; 0,44; 0,88; 1,76 e 

3,5 mM – TML. A citotoxicidade foi determinada utilizando o ensaio de brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-defenitetrazólio (MTT). Somente os alcaloides berberina (2,69 mM) e 

piperina (0,110 mM) inibiram a eclosão dos ovos de NGI superior a 90%. A piperina foi o 

composto mais ativo contra ovos de NGI de caprinos com CE50 (concentração efetiva 50%) de 

0,0074 mM, enquanto que a CE50 da berberina foi de 1,32 mM. A harmalina (CE50 = 1,6 mM) 

apresentou moderada ação ovicida (80,30%). No TML, a piperina e harmalina demonstraram 

reduzido (2,75 e 25,29%) efeito sobre a motilidade de larvas, respectivamente. Eficácia 

larvicida foi evidenciada apenas com o alcaloide berberina que apresentou percentual de 

inibição da motilidade larvar de 98,17% (2,69 mM). No teste de MTT todos os alcaloides 

apresentaram reduzida toxicidade para células Vero, com efeito citotóxico inferior a 50% em 

todas as concentrações testadas. Estes resultados sugerem que a berberina e piperina 

apresentam potencial anti-helmíntico sobre ovos e larvas infectantes de NGI de caprinos com 

reduzida toxicidade para células de mamíferos. 

 

Palavras-chave: Nematoides gastrintestinais, pequenos ruminantes, alcaloides e células Vero 
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6.2 ABSTRACT 

Infections with gastrintestinal nematodes (GIN) have negative impacts on the creation of 

goats, both due to the reduction in production and the increase in the costs of treating animals. 

Commercial anthelmintics have been increasingly ineffective in the treatment of nematodes, 

due to the development of parasites resistant to these products. The use of bioactive 

compounds derived from plants has been researched as an alternative for the control of 

parasites. The aim of this study was to evaluate the in vitro anthelmintic activity of the 

alkaloids berberine, harmaline and piperine on goat GIN and their possible cytotoxic effects 

in Vero cells. The anthelmintic evaluation was performed using the egg hatch (EHA) and 

larval motility (LMA) assay in the following concentrations: berberine 0.17; 0.34; 0.67; 1.34 

and 2.69 mM, harmaline 0.3; 0.6; 1.2; 2.4 and 4.8 mM and piperine 0.00687; 0.01375; 

0.0275; 0.055 and 0.110 mM - EHA and 0.22; 0.44; 0.88; 1.76 and 3.5 mM - LMA. 

Cytotoxicity was determined using the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide (MTT) assay. Only the alkaloids berberine (2,69 mM) and piperine 

(0,110 mM) inhibited the hatching of GIN eggs greater than 90%. Piperine was the most 

active compound against goat GIN eggs with an EC50 (effective concentration 50%) of 0.0074 

mM, while the EC50 of berberine was 1.32 mM. Harmaline (EC50 = 1.6 mM) showed 

moderate ovicidal action (80.30%). In LMA, piperine and harmaline showed a reduced (2.75 

and 25.29%) effect on larval motility, respectively. Larvicidal efficacy was evidenced only 

with the berberine alkaloid, which showed a percentage of inhibition of larval motility of 

98.17% (2.69 mM). In the MTT assay, all alkaloids showed reduced toxicity to Vero cells, 

with a cytotoxic effect of less than 50% in all tested concentrations. These results suggest that 

berberine and piperine have anthelmintic potential on eggs and infective larvae of goat GIN 

with reduced toxicity to mammalian cells. 

Keywords: gastrintestinal nematodes, small ruminants, alkaloids and Vero cells. 
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6.3 INTRODUÇÃO 

 

 Nematoides gastrintestinais (NGI) são frequentemente encontrados em pequenos 

ruminantes e com ampla distribuição mundial (ZAJAC e GARZA, 2020). Em caprinos, os 

NGI são responsáveis pela diminuição na ingestão de alimentos resultando em reduções do 

crescimento, ganho de peso, desempenho reprodutivo e produções de carne e leite, causando 

impactos negativos no setor pecuário (VAN HOUTERT e SYKES, 1996; SANTOS et al., 

2019). Dentre os principais NGI que infectam pequenos ruminantes no Brasil, Haemonchus é 

um dos o gêneros mais prevalentes (BORGES et al., 2015; KANETO et al., 2016).  

 O principal método de controle de NGI é realizado por meio da utilização de produtos 

anti-helmínticos químicos comerciais (SANTOS et al., 2019). A fácil aquisição destes anti-

helmínticos, acrescida à sua utilização indiscriminada, têm favorecido a seleção de parasitos 

resistentes aos compostos comerciais, comprometendo a sua eficácia no tratamento dos 

animais (SINGH et al., 2017).  Pesquisas sobre métodos alternativos para o controle de 

parasitos, incluindo a utilização de metabólitos secundários de planta, têm sofrido avanços e 

se tornado mais frequentes (HOSTE e TORRES-ACOSTA, 2011). As plantas são fontes de 

diversos compostos químicos ativos com variadas ações farmacológicas. Dentre estes 

constituintes ativos, incluem-se os alcaloides, metabólitos secundários vastamente reportados 

como detentores de elevado potencial terapêutico (DEY et al., 2020). 

 Berberina, harmalina e piperina são alcaloides amplamente estudados, especialmente 

quanto às suas diversas atividades biológicas, incluindo ação antiparasitária. Para a berberina, 

um alcaloide isoquinolínico (ASAI et al., 2007), já foram demonstrados efeitos antifúngicos 

(SINGH et al., 2001), antiprotozoários (SOFFAR et al., 2001), anti-helmíntico (SATOU et al., 

2002), antibacterianos (DZIEDZIC, WOJTYCZKA e KUBINA, 2015) e antivirais 

(LUGANINI et al., 2019). As principais atividades biológicas descritas para o alcaloide β-

carbolina harmalina (HERRAIZ et al., 2010) estão relacionadas com sua ação antiprotozoária 

(DI GIORGIO et al., 2004), antibacteriana e antifúngica (NENAAH, 2010), inseticida 

(NENAAH, 2011) e carrapaticida (SHANG et al., 2016). A piperina, um alcaloide 

piperidínico (SEMLER e GROSS, 1988) apresenta propriedades carrapaticida (CHAGAS et 

al., 2012), anti-helmíntica (SUDHAKAR et al., 2013), inseticida (SAMUEL et al., 2016) e 

antiprotozoária (VIEIRA-ARAÚJO et al., 2018).  

 Nenhum relato sobre a atividade anti-helmíntica da berberina, harmalina e piperina 

sobre NGI de caprinos tem sido descrito até o momento, embora atividade anti-helmíntica da 

piperina e berberina já tenha sido demonstrada em Pheretima posthuma, um helminto de vida 
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livre (SUDHAKAR et al., 2013), e em duas espécies de Strongyloides spp. (SATOU et al., 

2002), respectivamente. A escassez de informações sobre a ação anti-helmíntica destes 

alcaloides e a necessidade de investigações relacionadas ao desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas para o controle de NGI em pequenos ruminantes, incentivou a realização deste 

estudo, que teve por objetivo, avaliar a atividade anti-helmíntica in vitro dos alcaloides 

berberina, harmalina e piperina sobre ovos e larvas infectantes de nematoides gastrintestinais 

de caprinos. Além disso, a citotoxicidade dos alcaloides foram avaliadas em cultivo de células 

Vero.   

 

6.4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 Todo o delineamento experimental foi previamente submetido e aprovado pelo comitê 

de Ética no uso de animais da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia, Brasil (Protocolo nº38/2018) (Anexo 2). 

  

6.4.1 Obtenção dos alcaloides 

 

 Os alcaloides berberina chloride, harmalina e piperina foram adquiridos da empresa 

Sigma-Aldrich® (São Paulo, Brasil) e apresentam pureza > 95%. 

 

   6.4.2 Avaliação anti-helmíntica in vitro 

 

 Foram utilizadas amostras de fezes obtidas de caprinos naturalmente infectados com 

nematoides gastrintestinais e sem tratamento prévio com anti-helmínticos por 60 dias, 

oriundos da Fazenda Experimental de Entre Rios (FEER) da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA), e mantidos no Hospital de Medicina Veterinária Prof. Renato Rodemburg de 

Medeiros Neto - HOSPMEV/UFBA. 

 Para obtenção da suspenção de ovos, foi adotada a metodologia descrita por Hubert e 

Kerbeoeuf (1992), em que aproximadamente 10g de fezes foram homogeneizadas com água 

destilada e filtradas em tamis de 1mm, 100, 75, 55 e 25µm. Os ovos retidos no último tamis, 

foram coletados com água destilada e, em seguida, centrifugado por cinco minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e então, adicionada solução de cloreto de sódio saturada, 

seguindo-se de nova centrifugação pelo mesmo período. O sobrenadante foi então filtrado no 

tamis de 25μm e lavado com água destilada para a coleta dos ovos. 
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 A suspenção de larvas infectantes (L3) foi obtida de acordo com Ueno e Gonçalves 

(1998), através de coproculturas cultivadas em estufa B.O.D a 27ºC, no período de 7 dias. As 

larvas foram identificadas por microscopia, indicando que esta população de nematoides 

utilizadas no estudo foi composta pelos gêneros Haemonchus spp. (56,4%), Trichostrongylus 

spp. (25,7%), Oesophagostomum spp. (14,5%) e Strongyloides spp. (3,4%). 

 As concentrações dos alcaloides obtidas neste estudo foram determinadas em estudo 

piloto utilizando os compostos nas maiores concentrações possíveis abaixo do nível de 

saturação: 2,69 mM para a berberina, 4,8 mM para a harmalina e 3,5 mM para a piperina. 

Foram testadas as seguintes concentrações: berberina 0,17; 0,34; 0,67; 1,34 e 2,69 mM 

(diluído em água destilada), harmalina 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8 mM e piperina 0,00687; 

0,01375; 0,0275; 0,055 e 0,110 mM (TEO) e 0,22; 0,44; 0,88; 1,76 e 3,5 mM (TML) (diluídos 

em DMSO 2,5%). Dois controles negativos foram preparados: a água destilada e DMSO 

2,5%. Albendazol (0,05 mg/mL) e levamisol (0,25 mg/mL) foram utilizados como controles 

positivos para os testes de inibição da eclosão de ovos e motilidade larvar, respectivamente.  

 

6.4.2.1 Teste de eclosão de ovos (TEO) 

 

 O ensaio de inibição da eclosão de ovos foi realizado conforme metodologia 

preconizada por Coles e colaboradores (1992). Para tanto, o volume da solução de ovos foi 

ajustado numa concentração média de 100 ovos/100μL e colocado em microplacas de 96 

poços (100 ovos/100μL/poço) onde também foram adicionados 100μL dos tratamentos: os 

alcaloides nas diferentes concentrações, controles negativos (água destilada e DMSO 2,5%) e 

o controle positivo (albendazol). Os cultivos foram incubados em estufa B.O.D. a 27º C e 

umidade relativa 80% durante 48 horas. Após esse período, acrescentou-se lugol para 

interromper a reação. Em seguida, foi realizada a contagem de larvas eclodidas (L1) e ovos 

em cada poço. Para determinar o percentual de inibição da eclosão de ovos, utilizou-se a 

seguinte relação: número de ovos/ (número de ovos + número de L1) x 100. O teste foi 

realizado em três experimentos independentes com o mínimo de três replicatas. 

 

6.4.2.2 Teste de motilidade larvar (TML) 

 

 O teste de motilidade larvar foi desenvolvido de acordo com Ferreira e colaboradores 

(2013), no qual utilizou-se a solução de larvas infectantes (L3) ajustada na concentração de 50 

larvas/100μL, distribuída em microplacas de 24 poços e tradadas com os alcaloides nas 
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diferentes concentrações, controles negativos (água destilada e DMSO 2,5%), bem como o 

controle positivo (levamisol). As placas foram incubadas a 27ºC em B.O.D. durante 24 horas. 

Após este período, foram contadas as larvas móveis e imóveis. O movimento das larvas foi 

estimulado antes da contagem por meio da agitação das placas e exposição a uma fonte de luz. 

Para determinar o percentual de inibição da motilidade larvar, utilizou-se a seguinte relação: 

número de larvas imóveis/ (número de larvas móveis + número de larvas imóveis) x 100. O 

teste foi realizado em três experimentos independentes com o mínimo de três replicatas. 

 

6.4.3 Avaliação da citotoxicidade in vitro 

 

6.4.3.1 Cultivos de células Vero 

 

 Foram utilizadas células da linhagem Vero (ATCC CCL81), provenientes de rim de 

macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) mantidas em meio RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) suplementado com 10% de soro fetal equino e antibióticos (100 UI/mL 

penicilina G, 100 mg/mL estreptomicina) a 37 °C em incubadora de CO2. As células foram 

cultivadas em frascos de cultivo com 25 cm2 contendo 5 mL de meio, que foi substituído três 

vezes por semana. A escolha dessa linhagem celular foi realizada em função da sua ampla 

utilização como modelo de triagem para testes de citotoxicidade de compostos isolados de 

plantas, fácil disponibilidade e utilização na avaliação de outros compostos associados a 

estudos anti-helmínticos em ruminantes (ADAMU, NAIDOO e ELOFF, 2013; SANTOS et 

al., 2017; SANTOS et al., 2018). 

 

 6.4.3.2 Ensaio de viabilidade celular 

 

 A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il) -2,5-defenitetrazólio (MTT) segundo Hansen, Nielsen e Berg (1989). É um método 

colorimétrico baseado no princípio da conversão do MTT (coloração amarela) em cristais de 

formazan de cor violácea por uma enzima mitocondrial (succinato desidrogenases) de células 

vivas. As concentrações dos alcaloides avaliados no teste de citotoxicidade foram 

determinadas a partir das maiores concentrações utilizadas nos testes anti-helmínticos. 

 As células foram distribuídas em microplacas de 96 poços, obedecendo a concentração 

de 3,5 x 104 células/poço. Em seguida, a placa incubada em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 

horas. Após este período, foi removido o meio de cultivo, e as células foram tratadas com os 
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alcaloides (100 µL) nas concentrações de 0,02; 0,04; 0,08; 0,17; 0,34; 0,67; 1,34 e 2,69 mM 

para a berberina, 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8 mM para harmalina e 0,055; 0,11; 0,22; 

0,44; 0,88; 1,76 e 3,5 mM para a piperina. DMSO 0,1% e meio RPMI foram utilizados como 

controles. Após 24 horas o meio de cultivo contendo os tratamentos foram removidos e 

adicionado aos poços 100 µL de solução de MTT em meio RPMI (1 mg/mL), seguido de 

incubação em estufa a 37 °C e 5% de CO2 por duas horas. Após esta incubação, foram 

adicionados 100 µL/poço de um tampão de lise, contendo 20% de SDS (duodecil sulfato de 

sódio) e 50% de DMF (dimetilformamida) (pH = 4,7), mantendo-se a placa a 37 °C por 12 

horas consecutivas. A absorbância óptica foi medida utilizando leitor de placas de 

comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram apresentados como o percentual de 

viabilidade celular (média e desvio padrão) em relação ao controle, considerado como 100%. 

 

6.4.4 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando software GraphPadPrism® (versão 5.0 

para Windows). A diferença entre grupos foi avaliada por análise de variância (ANOVA), 

seguido do teste de Tukey, considerando o nível de significância ≥ 95 % (p < 0,05). Os 

cálculos da CE50 (ensaios parasitológicos) e CC50 (teste de viabilidade celular) foram 

realizados através da análise de regressão não-linear. 

 

6.5 RESULTADOS  

 

6.5.1 Atividade ovicida 

 

 Os alcaloides berberina, harmalina e piperina inibiram significativamente (p < 0,05) a 

eclosão de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos em relação ao controle negativo, e 

de forma concentração-dependente. Apenas a berberina (2,69 mM) e piperina (0,110 mM) 

mostraram eficácia ovicida com percentuais de inibição da eclosão de ovos superior a 90%, 

correspondendo respectivamente a 90,57 e 92,63%.  A harmalina inibiu 80,30% a eclosão de 

ovos na maior concentração (4,8 mM), não diferindo (p > 0,05), no entanto, do controle 

positivo (albendazol). As médias dos percentuais de inibição variaram de 21,28 a 90,57% para 

berberina; 8,37 a 80,30% para harmalina; e 37,50 a 92,63% para piperina (Figura 1). A 

piperina foi o alcaloide que apresentou maior potencial ovicida (CE50 = 0,0074 mM, R2 = 
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0,96), seguido da berberina (CE50 = 1,32 mM, R2 = 0,99) e harmalina (CE50 = 1,6 mM, R2 = 

0,99) (Tabela 1).  

 

Figura 1 - Percentual de inibição da eclosão de ovos (média ± desvio padrão) in vitro de nematoides gastrintestinais 

de caprinos tratados com alcaloides. (Letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significante, p 

< 0,05). 
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Tabela 1 – Valores da concentração efetiva 50% (CE50) para inibir a eclosão de ovos ou motilidade de larvas, e 

para matar 50% (CC50) de células Vero após o tratamento com alcaloides. 

 

Composto Teste in vitro b CE50/CC50 (mM) 

 

Berberina 

 

TEO 

 

1.32 

 TML 0.31 

 

 

TC > 2.7 

Harmalina TEO 1.6 

 TML a 

 

 

TC > 4.8 

Piperina TEO 0,0074 

 TML a 

 TC > 3.5 
a Não foi possível estimar devido à ausência e/ou reduzida atividade 
b TEO-Teste de eclosão de ovos; TML-Teste de motilidade de larvas; TC- Teste de citotoxicidade. 

 

 As larvas de primeiro estádio (L1), que eclodiram após o tratamento dos ovos com a 

berberina (2,69 mM) e piperina (0,110 mM) apresentaram alterações morfológicas como 

subdesenvolvimento (redução de comprimento e diâmetro) e deposição de agregados na 

superfície das larvas (Figura 2). 

 

Figura 2 – Deposição de agregados na superfície de larvas de primeiro estádio (L1) expostas ao tratamento com 

berberina (A) e piperina (B). Controles: água destilada (C) e DMSO 2,5% (D). 
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6.5.2 Atividade larvicida 

 

 A berberina demonstrou atividade larvicida de forma concentração-dependente, 

diferindo significativamente (p < 0,05) do controle negativo em todas as concentrações 

testadas. Os percentuais de inibição da motilidade larvar variaram entre 40,26 a 98,17%. Para 

este alcaloide, o valor de CE50 correspondeu a 0,31 mM (R2 = 0,98). O tratamento com a 

harmalina resultou em reduzida atividade larvicida, com percentuais de larvas imóveis 

variando de 2,69 a 25,29% nas concentrações testadas. Somente nas três maiores 

concentrações (1,2; 2,4 e 4,8 mM) a harmalina diferiu estatisticamente do controle negativo. 

O tratamento com a piperina não afetou (0,55 a 2,75%) a motilidade das larvas infectantes de 

nematoides gastrintestinais em nenhuma das concentrações testadas, não diferindo do controle 

negativo (p > 0,05) (Figura 3).  
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Figura 3 - Percentual de inibição (média ± desvio padrão) da motilidade de larvas in vitro de terceiro estádio de 

nematoides gastrintestinais após o tratamento com alcaloides. (Letras diferentes nas colunas indicam diferença 

estatisticamente significante, p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.5.3 Atividade citotóxica 

 

 Os alcaloides avaliados exibiram reduzida toxicidade para culturas de células Vero no 

ensaio de MTT após 24 horas do tratamento. Os percentuais de viabilidade celular variaram 

entre 53 e 89% para a berberina, 69 e 84% para a harmalina e 61 e 86% para a piperina, 

diferindo significativamente (p < 0,05) dos grupos controles RPMI (98%) e DMSO 0,1% 

(99%) (Figura 4). Os alcaloides apresentaram elevados valores de CC50, sendo > 2,7 mM para 

a berberina, > 4,8 mM para a harmalina e > 3,5 mM para a piperina (Tabela 1).     
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Figura 4 - Percentual de viabilidade celular de células Vero (média ± desvio padrão) após o tratamento com 

alcaloides. (Letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significante, p < 0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 DISCUSSÃO  

 

 Os três alcaloides avaliados neste estudo, apresentaram atividade anti-helmíntica in 

vitro contra NGI de caprinos. Apenas berberina e piperina foram eficazes segundo as 

diretrizes internacionais de eficácia anti-helmíntica, a qual define que um produto anti-

helmíntico é eficaz quando apresenta efetividade igual ou superior a 90% (VERCRUYSSE et 

al., 2001).  

 A berberina foi eficaz contra diferentes estádios de desenvolvimento do parasito, com 

inibição de 90,57% da eclosão de ovos e 98,17% da motilidade de larvas infectantes de NGI.  

Este alcaloide tem sido bastante estudado quanto à suas variadas atividades biológicas como, 

antifúngica (SINGH et al., 2001), antiprotozoária (SOFFAR et al., 2001), antibacteriana 
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(DZIEDZIC, WOJTYCZKA e KUBINA, 2015) e antiviral (LUGANINI et al., 2019). Eficácia 

anti-helmíntica da berberina foi evidenciada por Satou e colaboradores (2002) contra larvas 

L3 de espécies do gênero Strongyloides. Neste estudo, a berberina interferiu na motilidade de 

larvas infectantes de Strongyloides ratti (CE50 = 0,06 mM) e S. venezuelensis (CE50 = 0,032 

mM). A propriedade larvicida da berberina (CE50 = 0,31 mM) observada no presente estudo 

corrobora com os achados de Satou e colaboradores 2002. Estas variações entre os valores de 

CE50 encontrados neste estudo e os de Satou e colaboradores (2002), podem ser explicadas 

pela diferença entre gêneros e espécies de helmintos estudados. Este é o primeiro relato sobre 

a ação anti-helmíntica da berberina sobre ovos e larvas de NGI de caprinos. 

 A piperina (0,110 mM) apresentou elevada atividade ovicida (92,63%), mas não 

interferiu no estádio de larvas infectantes (L3). Efeitos antiparasitários deste alcaloide já 

foram descritos contra protozoários (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; VIEIRA-ARAÚJO et 

al., 2018), carrapatos (CHAGAS et al., 2012) e helmintos de vida livre (SUDHAKAR et al., 

2013) porém, nenhum relato sobre sua ação contra NGI de caprinos foram descritos até o 

momento. A ação anti-helmíntica da piperina isolada dos frutos de Piper nigrum e descrita 

por Sudhakar e colaboradores (2013) foi observada sobre o estádio adulto de Pheretima 

posthuma, um helminto de vida livre presente no solo e bastante semelhante a helmintos 

parasitas intestinais de humanos. Estes autores observaram que a piperina (10 mg/mL) causou 

paralisia seguida por morte de P. posthuma sem diferir estatisticamente do albendazol. No 

presente estudo a piperina (3,5 mM = 1 mg/mL) não interferiu na motilidade das larvas de 

terceiro estádio de NGI de caprinos. Essa divergência de resultados pode ser atribuída a 

diferença entre as espécies de helmintos estudadas, além de diferenças morfológicas entre os 

estádios de desenvolvimento dos parasitas. Segundo Camurça-Vasconcelos e colaboradores 

(2005) larvas infectantes (L3) de NGI, ao contrário de outros estádios de desenvolvimento de 

NGI, apresentam dupla cutícula dificultando a penetração de compostos anti-helmínticos. 

Além disso, a cutícula de NGI é composta por colágeno (80%) e proteínas insolúveis que são 

sintetizadas e secretadas pela epiderme do parasito, podendo variar nos diferentes estádios 

larvais do nematoide (KINGSTON, 1991; HALTON, 2004). A diferença entre as 

concentrações da piperina utilizada no estudo de Sudhakar e colaboradores (2013) e no 

presente estudo, também podem ter influenciado sobre os resultados obtidos. Ao contrario 

desses autores, neste estudo foi utilizada uma concentração 10 vezes menor. A piperina é um 

composto de difícil solubilidade, o que dificultou o aumento da sua concentração utilizada 

neste estudo. Concentrações superiores a 2,5% do diluente utilizado (DMSO), interferiram na 
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viabilidade de ovos e larvas L3 de NGI, impedindo que concentrações acima de 1 mg/m 

fossem avaliadas. 

 A ausência de efeito da piperina sobre larvas infectantes, mesmo em concentrações 

superiores àquelas empregadas na avaliação ovicida sugerem que o alcaloide possa estar 

atuando em componentes estruturais da membrana dos ovos de nematoides. O processo de 

eclosão dos ovos de nematoides pode ocorrer resultante de eventos enzimáticos 

(MANSFIELD, GAMBLE e FETTERER, 1992). De acordo com Young, Mancuso and 

Bowles (1999), a eclosão dos ovos é iniciada por uma sinalização do meio ambiente, que 

estimula o embrião a secretar enzimas responsáveis por degradar a membrana do ovo. É 

possível que a ação ovicida observada para a piperina esteja relacionada a inibição dessas 

enzimas, o que justificaria a ocorrência da atividade anti-helmíntica apenas na fase de ovo e 

não no estádio de larvas infectantes. Este é o primeiro relato sobre a ação anti-helmíntica da 

piperina sobre ovos de NGI de caprinos. 

 A harmalina na maior concentração utilizada (4,8 mM), apresentou moderada 

atividade ovicida (80,30%) e reduzida ação larvicida (25,29%). Embora a harmalina tenha 

apresentado atividade ovicida < 90%, esse é um importante resultado biológico, uma vez que 

a ação antiparasitária deste alcaloide tem sido pouco investigada, sendo descrita apenas contra 

protozoários (DI GIORGIO et al., 2004) e ácaros (SHANG et al., 2016) não havendo 

nenhuma referência sobre à sua ação anti-helmíntica. Alcaloides β-carbolina, grupo ao qual 

pertence a harmalina, vêm sendo investigados quanto a seus efeitos anti-helmínticos. Satou e 

colaboradores (2005) investigaram a ação anti-helmíntica in vitro de diferentes alcaloides β-

carbolina extraídos de plantas contra larvas de segundo estádio de Toxocara canis. Estes 

autores observaram elevada, moderada, reduzida ou nenhuma ação nematocida para estes 

alcaloides, sugerindo que, esta ação está relacionada com os diferentes tipos de radicais 

ligados à estrutura química básica que caracteriza o grupo dos alcaloides β-carbolina. 

Verificaram também que, o composto que apresentava estrutura química mais semelhante à 

harmalina, não demonstrou efeito anti-helmíntico contra larvas L2 de T. canis, o que está de 

acordo com o reduzido efeito larvicida sobre NGI de caprinos observado para a harmalina no 

presente estudo.  

 Alterações morfológicas observadas em larvas L1 expostas ao tratamento com 

berberina e piperina, também foram relatadas por Martínez-Ortiz-de-Montellano e 

colaboradores (2013) ao identificarem alterações estruturais em parasitos adultos de H. 

contortus expostos a extratos de plantas contendo taninos. Segundo estes autores, a presença 



79 

 

de agregados ao redor do corpo do parasito pode afetar a nutrição, reprodução e motilidade 

dos mesmos.  

As diferenças morfológicas e estruturais observadas entre os diferentes estádios 

larvares, como a presença de dupla cutícula nas larvas infectantes (L3) de NGI podem 

contribuir para o aumento do período de sua sobrevivência no ambiente (CAMURÇA-

VASCONCELOS, et al., 2005; YOSHIARA, 2013). Essas variações estruturais entre os 

estádios larvares podem estar relacionadas a ocorrência das alterações encontradas apenas em 

larvas L1 expostas a piperina, mas não nas larvas infectantes (L3), nas quais nenhuma 

alteração foi evidenciada. 

 Os metabólitos secundários de plantas podem afetar os helmintos de várias maneiras a 

depender dos diferentes estágios de desenvolvimento do parasito. Estes compostos podem 

agir causando danos à cutícula, interferindo na motilidade e alimentação (inanição), e 

perturbando o crescimento e reprodução dos helmintos (SYMEONIDOU et al., 2018).  

 Alcaloides podem atuar no sistema nervoso dos helmintos causando paralisia. 

Segundo Zajícková e colaboradores (2020), alcaloides piperidínicos, como peletibina e 

arecolina são responsáveis pela inibição dos receptores de acetilcolina levando à paralisia do 

helminto. Os parasitos imóveis não conseguem permanecer aderidos à parede intestinal do 

hospedeiro, sendo removidos pelo peristaltismo, ou morrem por inanição (SYMEONIDOU et 

al., 2018). 

 Os controles positivos utilizados neste estudo, albendazol (81,38%) e levamisol 

(87,15%) apresentaram eficácia inferior a 90%, o que demonstra a presença de NGI 

resistentes na população de parasitos estudada a pelo menos duas classes diferentes de anti-

helmínticos. Relatos frequentes de resistência parasitária à diversos anti-helmínticos 

convencionais vem sendo descritos (SINGH et al., 2017).  

 No intuito de avaliar a toxicidade dos alcaloides, foi utilizado o teste de citotoxicidade 

in vitro em células Vero. De acordo com a norma internacional ISO 10993-5 (2009), um 

composto é considerado tóxico no teste de MTT quando causa percentual de inviabilidade 

celular acima de 30%. Embora os resultados obtidos nesse estudo tenham evidenciado valores 

acima deste percentual, variando entre 31 a 47% e apenas nas maiores concentrações da 

berberina (0,17 - 2,69 mM), harmalina (4,8 mM) e piperina (0,88 - 3,5 mM), verificou-se que, 

nas concentrações testadas, estes alcaloides apresentaram reduzida toxicidade, com 

percentuais de inviabilidade celular menores que 50%, o que não permitiu a obtenção da 

concentração citotóxica 50% (CC50) dos mesmos. 
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 Um composto anti-helmíntico promissor deve apresentar reduzida toxicidade para o 

hospedeiro (SANTOS et al., 2017). No presente estudo, as mais elevadas concentrações 

utilizadas dos alcaloides berberina (2,69 mM), harmalina (4,8 mM) e piperina (3,5 mM) 

foram respectivamente 2, 3 e 473 vezes superiores aos valores de CE50 obtidos na avaliação 

anti-helmíntica, onde foram alcançados 1,32 mM (berberina), 1,6 mM (harmalina) e 0,0074 

mM (piperina), sugerindo o perfil de segurança destes compostos nestas condições 

experimentais.  

 A toxicidade da berberina em células Vero utilizando o teste de MTT também foi 

descrita por Nchu e colaboradores (2011), revelando elevada toxicidade deste alcaloide (CC50 

= 9,80 µg/mL – 0,0242 mM). Nesse estudo, as células Vero foram expostas ao tratamento 

com a berberina por um período bem mais extenso (120 horas) que o período de 24 horas 

utilizado no presente estudo. O prolongado período de exposição das células à berberina 

empregado por estes autores pode ter contribuído para a elevação dessa toxicidade. Reduções 

na viabilidade de células Vero expostas a compostos de plantas em períodos superiores a 24 

horas já foram verificadas por outros autores (SANTA ROSA et al., 2018).   

 

6.7 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os alcaloides berberina e piperina 

apresentam potencial anti-helmíntico in vitro, sobretudo a berberina por sua eficácia sobre 

ovos e larvas infectantes de NGI de caprinos. A harmalina apresenta moderada atividade 

ovicida sobre estes parasitos. Os alcaloides avaliados apresentam baixa citotoxicidade para 

células Vero no período de 24 horas.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Os alcaloides avaliados neste estudo apresentam atividade carrapaticida e anti-

helmíntica in vitro. Em especial a berberina, cuja eficácia antiparasitária foi verificada para 

todos os parasitos e fases evolutivas investigadas no presente estudo. Além disso, estudos in 

vitro e in silico sugerem que a inibição da enzima acetilcolinesterase seja o mecanismo de 

ação carrapaticida deste alcaloide.  

 A piperina foi o alcaloide mais ativo contra larvas de R. microplus e ovos de 

nematoides gastrintestinais de caprinos apresentando os menores valores de CE50.  

 O alcaloide menos ativo foi a harmalina com reduzida ação larvicida contra R. 

microplus e moderada ação anti-helmíntica contra ovos de nematoides gastrintestinais de 

caprinos.  

 No presente estudo, os alcaloides avaliados podem ser considerados seguros nas 

condições experimentais utilizadas, pois apresentaram reduzido efeito citotóxico para células 

de mamíferos (Vero).  

 Estes resultados poderão contribuir com as pesquisas para o desenvolvimento de 

novos produtos antiparasitários eficazes e seguros.  
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APÊNCICE A – Curva de absorção à 412 nm versus concentração do substrato 

(acetiltiocolina µM).  
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APÊNDICE B – Log da concentração do inibidor (berberina µM) em função do 

percentual de inibição (%). 
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APÊNDICE C – Valores de desvio médio padrão (RMSD) na simulação de 10 ns (A) e 

valores do raio de giro (Rg) na simulação de 4-10 ns (B) para RmAChE 1 (apo) e o 

complexo com a berberina. 
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APÊNDICE D – Flutuação Média (RMSF) de resíduos de RmAChE 1 (apo) e do 

complexo com berberina. 
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APÊNDICE E - Área de contato (Å3) entre resíduos da RmAChE 1 e berberina. 
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ANEXO 1 – CERTIFICADO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 

PARA OS ESTUDOS CARRAPATICIDA E ANTICOLINESTERÁSICO 
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ANEXO 2 – CERTIFICADO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 

PARA OS ESTUDOS ANTI-HELMÍNTICOS 

 


