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RESUMO

GARDIOLI, TALITA SCARAMUSSA GUALANDI. Plantas do Cerrado Brasileiro
como Possiveis Agentes Moluscicidas. Ano 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinérias) - Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2014.

Diversas doencas parasitarias que atingem grande parte da populacdo humana e
animal possuem moluscos como hospedeiros intermediarios. Doencas como
fasciolose, que atinge bovinos, ovinos e caprinos, gerando prejuizos para a industria
alimenticia. Essa doenca possui 0 caramujo do género Lymnaea, como hospedeiro
intermediario no seu ciclo evolutivo. Por causar grandes perdas econdmicas € uma
doenca de elevada importancia para a area de medicina veterinaria. As drogas
usadas para o tratamento dessa parasitose reduzem sua morbidade, porém nao
controlam a transmissdo. A utilizacdo de agentes moluscicidas como forma de
controle da multiplicacdo e propagacdo dos caramujos representa uma estratégia
eficiente e a busca por novos compostos quimicos tem sido estudada. Os
moluscicidas naturais sdo produtos mais barato, seguros, biodegradaveis e de facil
acesso localmente. Neste estudo foram utilizados extratos hidroalcoodlicos de plantas
originarias do cerrado brasileiro, sendo elas Neea theifera Oerst., Davilla elliptica,
Davilla nitida e Miconia cabucu Hoehne, para serem testados contra moluscos do
género Lymnaea e assim, verificarmos suas possiveis acdes moluscicidas. Os
extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D. elliptica apresentam atividade moluscicida
contra a espécie L. columella, sendo que D. elliptica apresentou resultados mais
promissores, desencadeando efeitos tanto moluscicidas como ovicidas, nos testes

realizados.

Palavras- chave: Doencgas; Fasciolose; Moluscos



ABSTRACT

GARDIOLI, TALITA SCARAMUSSA GUALANDI. Plantas do Cerrado Brasileiro
como Possiveis Agentes Moluscicidas. Ano 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinérias) - Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2014.

Several parasitic diseases affecting most human and animal populations have
molluscs as intermediate hosts. Diseases such as fascioliasis, which affects cattle,
sheep and goats, generating losses for the food industry. This disease has the snail
genus Lymnaea, as an intermediate host in its life cycle. To cause great economic
losses is a disease of major importance for the field of veterinary medicine. The
drugs used for the treatment of this parasitosis reduce morbidity, but not control the
transmission. The use of molluscicides agents as a means of controlling the growth
and spread of the snails is an efficient strategy and the search for new chemical
compounds have been studied. Natural molluscicides are cheap, safe, biodegradable
and easily accessible products locally. In this study hydroalcoholic extracts of plants
from the Brazilian Cerrado were used, they Neea theifera Oerst., Davilla elliptica,
Davilla nitida and Miconia Cabucu Hoehne, to be tested against snails of the genus
Lymnaea and so, we check its possible molluscicides actions. The hydroalcoholic
extract of D. elliptica and D. nitida show molluscicidal activity against the species L.
columella, and D. elliptica showed more promising results, triggering effects both how

and ovicidal molluscicides, in tests.

Key- words: Diseases; Fascioliasis; Molluscs
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1. INTRODUCAO

A fasciola hepatica é parasita helmintico de ductos biliares de vertebrados,
tanto de animais selvagens e de domésticos. Esta associado a grandes perdas
econbmicas, principalmente através da condenacdo de figados, reducdo da
producdo de carne e leite, elevagdo nos custos de medicamentos veterinérios e de
altas taxas de mortalidade que afetam os rebanhos (MENDES; LIMA; MELO, 2008).

Devido as perdas econdbmicas que causa, a fasciolose € uma doenca de
elevada importancia para a area de medicina veterinaria (SILVA, E. et al., 2008).

Sua disseminacdo estd intimamente ligada a presenca de moluscos do
género Lymnaea, sendo estes seus hospedeiros intermediarios (OLIVEIRA et al.,
2002). No Brasil, esses moluscos séo encontrados em areas irrigadas que oferecem
condicbes para sua proliferacdo. Sendo nas estacbes chuvosas observadas a
facilidade da disseminacdo. F. hepatica ocorre em todo o territorio brasileiro,
segundo relatos, principalmente, de matadouros e frigorificos sob servico de
inspecéo (OLIVEIRA, 2007).

Os medicamentos utilizados para o tratamento dessa parasitose reduz sua
morbidade, porém ndo controlam a transmissdo. Assim, a busca por novos
compostos quimicos para 0os moluscos hospedeiros intermediarios dessa parasitose
representa uma das estratégias mais eficientes contra essa doenca (LOPES et al.,
2011).

Os programas de controle que incluem o uso de moluscicidas estdo voltados
para o combate a moluscos transmissores da fasciolose (SILVA, N. et al., 2008),
pois além do tratamento dos pacientes infectados, € importante o controle da
populacdo de caramujos como forma de reducao do risco de transmissdo da doenca
(RUIZ et al., 2005).

Os moluscicidas de origem vegetal possuem acdo seletiva, sao
biodegradaveis, e sdo de facil aplicacdo nos criadouros naturais, atendendo as
exigéncias econémicas e ecologicas (ALCANFOR et al., 2001).

Testes utilizando as plantas Neea theifera Oerst., Davila elliptica, Davila nitida
e Miconia cabucu Hoehne, originais do cerrado brasileiro, apresentaram drogas

potenciais destinadas a diversas aplicacbes, tais com efeitos antiinflamatérios,
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adrinstigente e antibidticos. Porém, ndo foram encontrados artigos dessas plantas
com acao moluscicidas, o que justifica a realizacdo desse estudo.

Assim, o objetivo desse estudo foi realizar testes para analisar a eficéncia de
extratos hidroalcodlicos dessas plantas como possiveis agentes moluscicidas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fasciolose Hepatica

2.1.1 A doenga

A Fasciolose é causada pelo trematdide Fasciola hepatica e afeta animais
domésticos e selvagens por todo o mundo, principalmente em regifes temperadas,
onde as condicbes climaticas sdo adequadas para os moluscos hospedeiros
intermediarios para o parasita (COSTA, 2010). O trematoide Fasciola hepatica
atinge as vias biliares e o figado de bovinos, ovinos e caprinos (SILVA, E. et al.,
2008). Em ruminantes, gera o retardamento no crescimento de animais jovens,
anemias, rejeicdo de figados nos matadouros, abortos, queda na producéo leiteira,
mortalidade e gastos para tentar controlar a doenca (BELLATO et al., 2009). Por
causar grandes perdas econdmicas, € doenca de elevada importancia para a area
de medicina veterinaria (SILVA, E. et al., 2008).

A fasciolose também é considerada zoonose, sendo sério problema de saude
publica (CORAL; MASTALIR, E.; MASTALIR, F., 2007), em que o homem ¢é
hospedeiro acidental, podendo adquiri- la por meio do consumo de agua e verduras
contendo a forma infectante do parasita (OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009).

Esta parasitose necessita de hospedeiro intermediario (moluscos) e
hospedeiro definitivo (mamiferos) para completar seu ciclo. Moluscos do género
Lymnaea sdo os unicos hospedeiros intermediarios de F. hepatica, vivem em locais
umidos e lodosos e sédo de agua doce (BELLATO et al., 2009). A fasciolose inicia-se
guando o parasita € ingerido sob a forma de metacercarias presentes na pastagem
contaminada. No intestino os jovens parasitas perfuram a parede intestinal e
atravessam a cavidade peritoneal em direcdo ao figado. No figado os parasitas
adultos vivem, alimentam-se e reproduzem-se nos ductos biliares (CORDERO DEL
CAMPILLO; ROJO- VASQUEZ, 1999).

A continuidade dessa doenca depende da disponibilidade de agua e de
fatores climaticos (BELLATO et al., 2009), além do tipo de pastejo realizado pelo

hospedeiro definitivo.
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O diagndstico da fasciolose é realizado por meio da deteccdo de ovos nas
fezes ou pelo exame post-mortem (MOLLOY et al., 2005). Porém, outras técnicas
tem sido utilizadas, j& que na fase inicial da infeccdo ainda ndo existem ovos nas
fezes (OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009). Testes imunoldgicos e soroldgicos
capazes de detectarem anticorpos e antigenos circulantes também tém sido
empregados para diagnéstico da fasciolose (MATTOS et al.,, 2009). Segundo
Bernardo et al. (2013) embora se obtenha maior sensibilidade dos kits ELISA
comerciais e, destes apresentarem diferenca em relagdo ao exame
coproparasitolégico na deteccdo dos animais positivos para F. hepatica, a escolha
de um teste diagndstico deve considerar o custo beneficio. Dessa forma, quando se
trata da presenca de parasitismo em rebanhos, o tratamento é aplicado em todos os
animais e, assim, o exame coproparasitologico para o diagnéstico da doenca tem
maior eficiéncia, ja que é menos oneroso e de facil execucao.

Atualmente, os medicamentos utilizados para o tratamento dessa parasitose
reduzem sua morbidade, porém nédo controlam a transmisséo. Dessa forma, a busca
por novas compostos quimicos para 0s moluscos hospedeiros intermediarios
representa uma das estratégias mais eficientes contra essa doenca (LOPES et al.,
2011).

2.1.2 Moluscos

Moluscos do género Lymnaea podem atuar como hospedeiros intermediarios
da Fasciola hepatica, trematddeo de grande importancia econbmica em areas de
criacdo principalmente de bovinos e ovinos (ABILIO; WATANABE, 1998). Existem
mais de vinte espécies de moluscos do género, 0os quais transmitem os parasitos F.
hepatica e F. gigantica responsaveis pela doenca fasciolose em ruminantes e
humanos (SOUZA et al., 2002). A presenca de moluscos do género Lymnaea é
imprescindivel para o estabelecimento dos focos da doenca (OLIVEIRA; SPOSITO
FILHA, 2009).

No Brasil, foram registradas quatro espécies pertencentes ao género
Lymnaea, sendo: L. columela, L. viatrix, L. cubensis e L. rupestris (PARAENSE,
1982). Dentre estas, apenas as trés primeiras foram caracterizadas como

hospedeiras intermediarias em diferentes localidades do pais (GOMES et al., 2002,
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OLIVEIRA; SPOSITO FILHA, 2009), sendo a espécie L. columella considerada a de
maior interesse epidemioldgico no Brasil, devido a sua ampla distribuicdo (ARAUJO
et al., 2002; PREPELITCHI et al., 2003). Segundo Paraense (1983), moluscos dessa
espécie vivem sobre plantas aquaticas, em areas pantanosas e brejos.

Segundo Ueta (1976), somente em 1975 foram publicados estudos sobre a
biologia deste molusco. A identificacdo especifica € baseada em caracteristicas
morfolégicas do reservatério, radula, érgdos renais e reprodutivos. Porém, a
identificacdo nem sempre é satisfatéria, dessa forma, técnicas de PCR (Reac¢do em
cadeia da polimerase) e técnicas de polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (PCR- RFLP) podem ser empregadas para identificar a espécie Lymnaea
columella. Atualmente utilizam-se técnicas moleculares para confirmar a
identificacdo pelo método morfologico classico (CARVALHO et al., 2004).

A distribuicdo da populacdo de moluscos esta estreitamente ligada a fatores
ecoldgicos e climaticos (MAURE et al., 1998). Sua populacdo aumenta durante as
estacdes chuvosas e diminui com temperaturas baixas e nos periodos de seca,
sendo capazes de sobreviverem na lama seca durante varios meses, resistindo
também, as baixas temperaturas (MENDES, 2006; OLIVEIRA; SPOSITO FILHA,
2009). Podem produzir cerca de 3000 mil ovos ao més (OLIVEIRA; SPOSITO
FILHA, 2009).

Segundo Oliveira et al. (2002), condicdes ambientais, no Vale do Ribeira,
estado de Sao Paulo, mostraram-se favoraveis a manutencao e desenvolvimento do
molusco L. columella durante a maioria dos meses do ano, e 0 niumero de moluscos
foi constante durante os meses de colheita, na pastagem onde se localizam fontes

permanentes de agua.

2.1.3 Epidemiologia

A distribuicdo mundial da fasciolose € mais encontrada nos paises da regido
andina (Bolivia, Peru, Chile e Equador), Caribe (Cuba), norte da Africa (Egito),
Europa ocidental (Portugal, Franca e Espanha), e os do mar Céaspio (Ird). Devido as
limitacdes de diagnostico desta parasitose e a inclusdo como doenca de notificagéo,
provavelmente, o nimero de casos é muito maior do que o publicado (OLIVEIRA,
2007; MURO, 2010).
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A distribuicdo da fasciolose esta ligada a fatores climaticos, a ecologia dos
animais hospedeiros, a presenca no ambiente de moluscos do género Lymnaea, e a
fatores topograficos (MATTOS et al., 1997; OLIVEIRA, 2007). A transmissdo ocorre
através do consumo de metacercarias aderidas as plantas aquaticas.

No Brasil, os primeiros registros ocorreram no estado do Rio de Janeiro.
Porém, ja se tinha registros também nas regides Sul, Centro-Oeste e Nordeste (PILE
et al., 2001). Contudo, segundo relatos, principalmente, de matadouros e frigorificos
sob servico de inspecdo, a F. hepatica ocorre em todo territério brasileiro
(OLIVEIRA, 2007).

Segundo Serra- Freire (1995), o estado do Espirito Santo ndo era
reconhecido como regido endémica para a fasciolose, porém, em estudo realizado
por Bernardo et al. (2011) em abatedouro no municipio de Atilio Vivacqua, no sul do
Estado do Espirito Santo, 110.956 bovinos foram abatidos e a prevaléncia de
condenacéao de figado devido a F. hepatica foi 15,24% em 2006, 23,93% em 2007,
28,57% em 2008 e 28,24% em 2009, esse historico mostra que a tendéncia de
condenacdo de figado € crescente, indicando que este parasitismo tornou-se
estabelecido no rebanho como um problema nesta regido, com uma prevaléncia
similar ao das regides endémicas tradicionalmente.

Fasciola hepatica tem alta frequéncia no Rio Grande do Sul, especialmente
no sul e sudeste do Estado, onde & endémica. Em estudo realizado neste mesmo
estado, por meio de laudos de abate e condenacdo de figados, com os dados de
condenacéao de 2000 a 2005, concluiu-se que a fasciolose ovina € prevalente nessa
regido, acarretando perdas para os produtores, frigorificos e para o Estado (CUNHA;
MARQUES; MATTOS, 2007).

No Vale de Paraiba, na regido sudeste, o numero de registro de fasciolose em
animais aumentou e no estado do Rio de Janeiro, casos de fasciolose humana tem
sido mencionada (PILE et al., 2001).

Em estudo realizado por Pile et al. (1999), foi registrado presenca de
fasciolose em Itaguai, Rio de Janeiro. A instalacdo do foco natural foi verificada
através do encontro das formas larvares em Lymnaea columella. Esse registro foi o
primeiro no municipio, sendo considerado epidemiologicamente importante devido
aos fatores impostos pelas condicbes socioecondmicas existentes na area em

estudo.
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Segundo Gomes et al. (2002), no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro, foi realizado rastreamento de propriedades caracterizadas em
matadouros como possiveis focos de fasciolose hepética devido a presenca do
parasito adulto em figados de bovinos abatidos. O estudo foi direcionado para a
identificacdo das espécies de moluscos existentes, averiguacao da infec¢do das que
possuiam real potencial como hospedeiros intermediarios e a realizacao de exames
parasitolégicos para detec¢do de ovos do parasito adulto nos bovinos. Em uma das
propriedades foi observada a presenca de Lymnaea columella naturalmente
infectada por formas larvais de F. hepatica, assim como de ovos do parasito em
amostras fecais dos bovinos, caracterizando dessa forma o estabelecimento de foco
da enfermidade.

Em estudo realizado por Tostes et al. (2004), numa propriedade na regido de
Presidente Prudente, Sdo Paulo, também foi descrito a ocorréncia de fasciolose,
com a confirmacdo de ovos de F. hepatica em exame coproparasitologico e a
presenca de caramujos do género Lymnaea. Nesse mesmo estudo observou-se que
a propriedade ofereceu condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento do hospedeiro
intermediario do parasito e ao surgimento de casos autoctones na regiao.

Dados estatisticos fornecidos pelo Sistema de Inspecdo Federal do Ministério
da Agricultura do Brasil comprovam que a ocorréncia de F. hepatica e a condenacéo
de figados pela fasciolose vém aumentando gradativamente (MENDES, 2006).

Contudo, tanto os fatores que contribuem para a manutencéo e infeccdo das
populacdes de moluscos, como 0 conhecimento sobre a espécie transmissora, sua
suscetibilidade a aquisicdo, sucesso da infeccédo e qual seu papel na transmisséao da
doenca nas diferentes regides onde se encontram permitem a implantacdo de
medidas de controle mais efetivas (MENDES, 2006).

2.1.4 Tratamento

Os programas de controle integrado recomendam medidas estratégicas
preventivas associadas ao tratamento de pessoas doentes e a melhoria das
condi¢cBes socioecondmicas, de saneamento basico, e controle da populacdo do
molusco vetor (PILE at al., 2001).
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Para a eliminacdo ou reducdo da populagdo do caramujo hospedeiro
intermediario desse parasita 0 método mais eficaz € o uso de moluscicidas
(RAPADO; KATO; KAWANO, 2009). O uso de substancias com propriedades
moluscicidas eliminam o vetor, pois interrompem o ciclo evolutivo do parasita e
assim, impedem o surgimento de novos casos da doenca. Os moluscicidas podem
ser classificados em sintéticos e naturais (CANTANHEDE et al., 2010).

O moluscicida niclosamida é o Unico moluscicida sintético recomendado pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (SILVA, N. et al.,, 2008). Porém, os
moluscicidas sintéticos tem gerado preocupacao, pois sdo pouco biodegradavel,
com toxicidade nao seletiva e de custo elevado, sendo inviaveis para paises de
terceiro mundo onde a doenca apresenta de forma endémica (LOPES et al., 2011).
Além disso, acarretam prejuizos ao ambiente, e a recolonizacdo das areas afetadas
tornam o processo de aplicacao dispendioso e operacionalmente impossivel de ser
realizado (PILE et al., 2001).

O uso de moluscicidas naturais vem ganhando destaque, visando a obtencao
de produto mais barato, seguro, biodegradavel e de facil acesso localmente para
controle das populacbes de caramujos (SILVA FILHO et al., 2009). Medidas
alternativas de controle baseiam-se na possibilidade do uso de plantas ou de seus
derivados como moluscicidas (PILE et al., 2001)

A procura pelo uso desses compostos vem desde 1930, quando foi sugerido o
cultivo de Balanites aegyptiaca L (balanitaceae). Arvore tipica do deserto africano,
perto dos focos de transmissdo da doenca, no Suddo. Quando os frutos caiam no
chéao, eles impediam o aumento do numero de caramujos (SILVA, N. et al., 2008).

No Brasil, as primeiras pesquisas com moluscicidas naturais demonstraram
as atividades de extratos aquosos do caule de Serjania SP. (cip6-timbd) e Sapindus
saponaria L. (saboneteira) em Biomphalaria glabrata (CANTANHEDE et al., 2010).

Estudos recentes de revisdo da atividade moluscicida de espécies vegetais
indicam taninos, saponinas, terpendides, esterdides e flavondides como classe de
metabolitos secundarios com potencial atividade moluscicida (LOPES et al., 2011).
Muitos autores, querendo obter produtos com alto teor moluscicidas a partir de
extratos vegetais, se dedicam a pesquisa com plantas regionais, sendo que muitas
espécies toxicas, ornamentais e medicinais foram testadas quanto sua possivel acao
moluscicida (CANTANHEDE et al., 2010). Recomenda-se a utilizacdo de extratos de

folhas, galhos ou frutos de espécies de plantas regionais como matéria prima para
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conseguir substancias a serem empregadas no controle de caramujos (SILVA, N. et
al., 2008).

Em estudo realizado por Pile et al. (2001), o uso de latex da “coroa-de-Cristo”
(Euphorbia splendens var. hislopii) no controle da fasciolose hepética numa fazenda
de gado de corte no municipio de Taubaté, Sdo Paulo, Brasil, mostrou diminuicdo da
taxa de infeccdo dos bovinos, indicando a possibilidade desse produto como
subsidio em programas de controle estratégico.

Extratos fitoterdpicos compostos de Melia azedarach var azedarach,
Azadirachta indica A. Juss e Cymbopogon winterianus, conhecidos popularmente
como cinamomo, nim e citronela, respectivamente, foram testados quanto a sua
eficacia como agentes moluscicidas. Foram testados extratos alcodlicos, acetato de
etila e hexanicos extraidos de caules e folhas dos vegetais como agentes
moluscicidas para a espécie L. columella. Os extratos testados demonstraram-se
eficazes no controle dos moluscos analisados em baixas concentracdes, diluidos em
etanol, acetato de etila e hexano e também inibiram a ovoposi¢cdo dos moluscos
(ALMEIDA, 2010).

Considerando que a descoberta de novas substancias com atividade
moluscicidas € importante, novas espécies vegetais devem ser testadas afim de se

obter compostos naturais capazes de impedirem a disseminacao da fasciolose.

2.2 Plantas com Potencial Acdo Moluscicida

O numero de pesquisas com plantas medicinais € crescente no mundo todo.
Na medicina veterinaria essas pesquisas tem por finalidade a reducéao de problemas
sanitarios com o controle de varias doencas que comprometem a produtividade dos
animais (ARAUJO et al., 2009).

As plantas do cerrado brasileiro investigadas nesse estudo como possiveis

agentes moluscicidas sao descritas abaixo.
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2.2.1 Neea theifera Oerst.

Neea theifera Oerst. (figura 1) é uma arvore pequena, didica, possui casca
suberosa, fendida, ramos rugosos, pardacentos. Apresenta folhas simples, opostas,
subopostas ou alternas, sésseis ou cuto-pecioladas, obongas, elipticas ou obovais,
com base obtusa ou cordada, apice arredondado. Essa espécie ocorre em
fisionomias campestres de cerrado e em cerrado tipico, no leste e norte do estado
de S&o Paulo (DURIGAN et al., 2004). Amplamente utilizada na medicina popular
brasileira para tratamento de Ulceras gastricas e inflamagéo (RINALDO et al., 2007).

Popularmente conhecida como “Capa-rosa-do-campo” possui como
sinonimias Pisonia caparrosa Netto e Neea pectinata Rizzi (FURLAN, 1996).
Apresenta ampla distribuicdo geografica e sua ocorréncia € predominantemente em
regides de cerrado. Em pesquisa realizada por Furlan, Udulutsch e Dias (2008),
coletaram na Serra do Cip6 em areas de cerrado e areas rochosas de campo
rupestre, espécies de N. theifera a qual apresentava flores masculinas globosas com
estames inclusos, coletada com flores nos meses de mar¢co, maio e agosto a
novembro e com frutos em fevereiro e dezembro. Sua reproducéo € aparentemente
afetada por limitacdo de polinizadores (AMORIM et al., 2011).

Apresenta atividade antidesintérica e contra entero-colite evidenciada em
estudos etno- farmacolégicos (CORREA, 1984). Na medicina popular, a folha da
espécie é utilizada no tratamento de diarréia (ELVIN-LEWIS; LEWIS, 1983). Outras
propriedades medicinais relatadas por Duque e Vasquez (1994), apresentam outras
espécies do género Neea com propriedades antiinflamatorias, antiulcerogénico e
anticéarie.

Segundo Rinaldo et al. (2007), estudos fitoquimicos com extrato metandlico
de folhas de Neea theifera conseguiram isolar um novo composto chamado de
luteolina-7-0O-[2"-O-(5" '-O-feruloil)-B-D-apiofuranosyl]-p-D-glucopirandsido, além de
isolar os outros oitos compostos ja conhecidos: vitexina, isovitexina, isoorientin,
orientina, vicenina-2, crisoeriol, apigenina e luteolina, identificados por comparacéo
do seu espectroscopica.

A presenca de flavonéides na familia Nyctaginaceae ja foi observado, porém
s6 flavondis foram relacionadas, tais como kaempferol e quercetina. Assim, Neea
theifera é a Unica espécie de Nyctaginaceae que produz flavonas (RINALDO et al.,
2007).
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Em pesquisa realizada por Melani, Lopes e Varanda (2012), a analise total de
taninos nessa espécie apresentou valores que foram todos inferiores ao valor
minimo (1g/L), obtido a partir de uma curva de concentracdo sugerida para este
método, indicando a possivel auséncia ou niveis insignificantes desses compostos.
O &cido tanico € um tanino hidrolisavel, que € quebrado por enzimas. Séo utilizados
para estabilizacdo da cerveja, curtimento de pele e producdo de resinas, sendo
empregados também em processos biotecnoldgicos para producdo de enzimas
como a tanase, que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis
produzindo &acido galico e glicose (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).

Figura 1- Neea theifera Oerst.
FONTE:http://mwww.rededesementesdocerrado.com.br/Especies/Nyctaginaceae/Neea/theifera_4552/

2.2.2 Davilla elliptica

Davilla elliptica (figura 2) é da familia Dilleniaceae, sendo planta conhecida
como cipo-caboclo. E tambem conhecida como “lixinha” (MICHELIN et al., 2005),
“lixeirinha”, “lixeira”, “bugre” e “muricizinho” (SOARES et al., 2005; JACOME et al.,
2010). E planta arbustiva, de caule ereto, que ocorre naturalmente no cerrado
(JACOME et al., 2010).
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Segundo Rodrigues e Carvalho (2001), € comumente usada na medicina
popular brasileira como ténico, adstringente e laxante. Além da a¢édo no tratamento
de edemas, em especial dos linfonodos e dos testiculos (BISO et al., 2010). Seus
extratos podem modular a ativacdo dos macrofagos e esse efeito imunoestimulatorio
pode ser benéfico no aumento da imunidade em doencas infecciosas (CARLOS et
al., 2005).

A presenca de compostos, como taninos, acido galico, algumas catequinas e
flavonoides nos extratos metandlicos de folhas e das cascas da D. elliptica pode ser
responsavel pela atividade antimicrobiana dessa espécie (MICHELIN et al., 2005).
Em estudo, foi demonstrado que a atividade antimicrobacteriana do extrato de
cloroférmio de Davilla elliptica contra Mycobacterium tuberculosis € promissora com
concentracgao inibitéria minima de 62,5 ug.ml™, mostrando que esta planta pode ter
potencial terapéutico no controle imunoldgico e microbiolégica da tuberculose
(LOPES et al., 2007).

Estudos mostram que essa planta pode aliviar a dor em processos
inflamatorios (CAMPOS et al., 2013).
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Figura 2- Davilla elliptica
FONTE: timblindim.wordpress.com

2.2.3 Davilla nitida

Davilla nitida (figura 3), também chamada de "sambaibinha" ou "cip6-de-fogo”,
normalmente ndo é usada na medicina popular, porém estudos tém mostrado que a
sua composicdo quimica € equivalente a encontrada em Davilla elliptica, na qual
foram identificados derivados de acidos fendlicos, flavondides e taninos (KUSHIMA
et al., 2009).

Pertence também a familia Dilleniaceae, sendo plantas que ocorrem
predominantemente na regido do cerrado da América do Sul. Relatérios etno-
farmacoldgicos indicam seu uso popular para problemas gastricos (BISO et al.,
2010). Segundo kushima et al. (2009), este efeito gastro-protetor pode ser
relacionado com a interacdo entre os polifendis e o fortalecimento da barreira

mucosa.



25

Figura 3 - Davilla nitida
FONTE: http://dixpix.ca/meso_america/Flora/mixed/029 davilla_natida.html

2.2.4 Miconia cabucu Hoehne

O género Miconia se destaca por apresentar elevado niumero de espécies e
ocorrem em &reas com alta luminosidade e em diferentes fisionomias florestais
(HIGUCHI et al., 2011). Esse género possui cerca de 1000 espécies que ocorrem na
América Tropical, e pertence a familia Melastomataceae (RENNER, 1993).

Miconia cabucu Hoehne (figura 4) ocorre também desde Sao Paulo até Santa
Catarina, com flores entre agosto e novembro (GOLDENBERG, 2004). Também é
conhecida popularmente como “pixiricugu”, “cabugi, “pixirica”, “pixiricao”, “quina-
brava”.

Segundo estudo conduzido por Rodrigues et al. (2007), a andlise fitoquimica
de Miconia cabucu revelou a presenca de flavondides glicosideos
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(quercetina,miricetina e kaempferol todos em diferentes formas glicosideos), tanino
(acido gélico) e flavonéide incomum (5-hidroxi-40, 7-dimetoxi-flavona-(6-C-600)-500-
hidroxi-3" ', 4",700-trimethoxyflavone).

Compostos isolados do género Miconia demonstraram atividades antibioticas,
antitumorais, analgésicas e antimalaricas. Em estudo realizado por Serpeloni et al.
(2011) confirmou-se o0 uso seguro dos extratos metandlicos de Miconia nas
concentragOes testadas, e reforcada as propriedades terapéuticas anteriormente
descritas para suas espécies. Este estudo avaliou a citotoxicidade, mutagenicidade
e os efeitos protetores dos extratos sobre pulmdo de hamster chinés. Em outro
estudo realizado por Rodrigues et al. (2008), os extratos das folhas de M. Cabucu

também apresentaram atividade antimicrobiana contra 0s organismos testados.

Figura 4- Miconia cabucu Hoehne
Fonte: sites.google.com/site/florasbs/melastomataceae/pixiricucu
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RESUMO

7

A fasciolose é uma enfermidade com elevada importancia na area da medicina
veterinaria devido as grandes perdas econdmicas que causa. Dentre os varios
métodos utilizados objetivando reduzir o nUmero de casos da doenca, o controle das
populacdes de moluscos do género Lymnaea pode ser medida promissora. Além
disso, a busca por moluscicidas de origem vegetal vem aumentando, pois trata-se
de um produto mais barato, seguro, biodegradavel e de facil acesso localmente para
controle das populagbes de caramujos. Assim, este estudo teve por finalidade
analisar a eficiéncia de extratos hidroalcodlicos das plantas Neea theifera Oerst.,
Dauvilla elliptica, Davilla nitida e Miconia cabucu Hoehne, todas originarias do cerrado
brasileiro, como possiveis agentes moluscicidas para a espécie Lymnaea columella.
Os extratos de Neea theifera Oerst. e Miconia cabucu Hoehne ndo apresentaram
atividade moluscicida. Ja os extratos hidroalcoolicos de D. nitida e D elliptica
apresentaram atividade moluscicida contra a espécie L. columella, sendo que D.
elliptica apresentou resultados mais promissores, desencadeando efeitos tanto
moluscicidas como e ovicidas, nos testes realizados o que a possibilita para a
utilizacdo em ensaios de campo, contra moluscos da espécie L. columella,

hospedeiros intermediarios para o parasito Fasciola hepatica.

Palavras- chaves: Extratos; Fasciolose; Moluscos
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ABSTRACT

The fascioliasis is a disease with high importance in the field of veterinary medicine
because of the huge economic losses it causes. Among the various methods aimed
at reducing the number of cases of the disease, control of populations of snails of the
genus Lymnaea may be promising measure. Moreover, the search for molluscicides
of plant origin is increasing because it is a cheap, safe, biodegradable and easy
access to locally control the populations of snails product. Thus, this study aimed to
analyze the efficiency of hydroalcoholic extracts from plants Neea theifera Oerst.,
Davilla elliptica, Davilla nitida and Miconia Cabucu Hoehne, all originating from the
Brazilian cerrado as possible molluscicidal agents for species Lymnaea columella.
Extracts Neea theifera Oerst. and Miconia Cabucu Hoehne not shown molluscicidal
activity. Have hydroalcoholic extracts of D. elliptica and D. nitida show molluscicidal
activity against the species L. columella, and D. elliptica showed more promising
results, triggering effects both how and ovicidal molluscicides in the tests that allows
for use in field trials against species of molluscs L. columella, intermediate hosts for

the parasite Fasciola hepatica.

Key-words: Extracts; Fascioliasis; Moluscs
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4. INTRODUCAO

A fasciolose é uma doenca causada pelo trematéide Fasciola hepatica
(COSTA, 2010), e possui como hospedeiro intermediario o molusco da espécie
Lymnaea columella (ABILIO; WATANABE, 1998). Trata-se de parasitose que
acomete figado e vias biliares de muitas espécies de animais domésticos e
selvagens (QUEIROZ et al., 2002).

O controle da transmissdo de doencas parasitarias, como a fasciolose, pode
ser realizado com a reducédo da populacdo de moluscos vetores através do uso de
agentes moluscicidas (PILE et al., 2002). Essas substancias sdo uma estratégia
promissora, uma vez que o foco para o combate da fasciolose ndo esta apenas na
eliminagéo do parasito, bem como no controle do vetor, que pode ser realizado com
0 auxilio de substancias dotadas de propriedades moluscicidas, interrompendo-se 0
ciclo evolutivo do parasito e conseqientemente, o aparecimento de novos casos
(CANTANHEDE et al., 2010).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), o moluscicida
sintético niclosamida (N-(2'-cloro-4'nitrofenil) - 5 clorosalicilanilida) é a unica
substancia recomendada para combater caramujos vetores de doencas (PINHEIRO
et al., 2003). Entretanto, o uso de moluscicida sintético tem gerado preocupacao em
relacdo a fatores como toxicidade para outras espécies, devido a sua baixa
seletividade; contaminacdo do meio ambiente (CANTANHEDE et al., 2010; LEYTON
etal., 2005) e resisténcia de caramujos B. glabrata (GASPAROTTO et al., 2005).
Assim, a descoberta de moluscicidas vegetais vem se tornando necesséria para a
aplicacdo em areas endémicas, para auxilio no controle de parasitoses que possuem
moluscos como hospedeiros intermediarios (WHO, 1983). A busca por moluscicidas
de origem vegetal vem sendo motivada pelo menor custo efetivo, seguranca, seu
potencial de biodegradacédo e menor risco na aplicacdo (SILVA FILHO et al., 2009).

As pesquisas com plantas com potencial efeito moluscicida geralmente inicia-
se pelo encontro da planta de maneira fortuita, sendo realizados testes para
determinar a letalidade, além de ensaios para determinar atividade ovicida
(JURBERG; VASCONCELLOS; MENDES, 1989).

Vérias plantas e seus principios ativos ja foram estudados quanto ao potencial

moluscicida. Segundo Leyton et al. (2005), foram obtidos extratos aquosos e
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alcodlicos a partir de p6 de folhas secas de tomateiro (Lycopersicon esculentum) e
em ensaios laboratoriais, 0s extratos aquosos, alcoolicos e o GEb (glicoalcalbide
esteroidal bruto) possuiam atividade moluscicida em Biomphalaria glabrata (Say,
1818). Hammami e Ayadi (2008) em estudo avaliando atividade moluscicida e
antiparasitaria da folha, fruto e extratos de frutos verdes da planta Solanum nigrum
villosum, observou efeito significativo da possibilidade do uso do extrato de frutos
verdes no controle de Galba truncatula e de F. hepatica em estagios larvares.

A utilizagédo do latex da “coroa-de-Cristo” (Euphorbia splendens var. hislopii)
no controle da fasciolose hepéatica também mostrou resultados significativos,
indicando a possibilidade do uso desse latex como subsidio em programas de
controle estratégico, uma vez que essa planta pode ser promissora como
moluscicida (PILE et al., 2001).

Considerando que a descoberta de novas drogas moluscicidas de origem
vegetal pode ser de grande importancia para auxiliar no controle da fasciolose,
espécies vegetais do cerrado brasileiro, a saber, Neea theifera Oerst., Davilla
elliptica, Davilla nitida e Miconia cabucu Hoehne, foram testados para avaliar a
possibilidade de atividade moluscicida, contra moluscos da espécie L. columella.

Neea theifera Oerst. (Nyctaginaceae), trata-se de planta amplamente utilizada
na medicina popular brasileira para tratamento de Ulceras gastricas e inflamacao
(RINALDO et al., 2007). Conhecida popularmente como “capa-rosa-do-campo”
(FURLAN, 1996), apresenta ampla distribuicido geografica predominantemente em
regides de cerrado. Davilla elliptica conhecida popularmente como “lixinha", pertence
a familia Dilleniaceae, sendo comumente usada na medicina popular brasileira como
purgante e estimulante (MICHELIN et al., 2005). Davilla nitida conhecida
popularmente de "sambaibinha" ou "cip6-de-fogo”, possui composicdo quimica
semelhante a encontrada em D. elliptica (KUSHIMA et al., 2009). Esta planta
pertence a familia Dilleniaceae, e ocorre predominantemente na regido do cerrado
da América do Sul. Relatorios etno- farmacologicos indicam seu uso popular para
problemas gastricos (BISO et al., 2010). Miconia cabucu Hoehne conhecida
popularmente como “pixiricugu”, “cabugi,“pixirica”, “pixiricao”, “quina-brava’,
apresentou atividade antimicrobiana contra os organismos testados em estudo
(RODRIGUES et al., 2008).

Motivados por essas informacdes e por entendermos que o controle da

fasciolose € de suma importancia para as atividades agropastoris em regides onde o
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parasito esta presente, objetivou-se com este estudo a utilizacdo de extratos
hidroalcodlicos dessas plantas, para avaliar se 0s mesmos possuem atividade

moluscicida contra moluscos da espécie L. columella.
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5. METODOLOGIA

5.1 Plantas

Foram utilizadas as folhas das plantas Neea theifera Oerst., Davilla elliptica,
Davilla nitida e Miconia cabucu Hoehne, provenientes do cerrado brasileiro,
previamente identificadas e catalogadas (depositadas no herbario da UNESP-
Araraquara-SP) em estudos realizados pelo Programa de Pesquisas em
Caracterizacdo, Conservacdo e Uso Sustentavel da Biodiversidade do Estado de
Séao Paulo, denominado BIOTA-FAPESP.

5.2 Confeccéo dos Extratos Hidroalcoolicos

5.2.1 Secagem

As partes das espécies vegetais foram previamente divididas, separadas e
dispostas em camadas finas e foram submetidas a secagem em estufa de ar
circulante a 45°C durante 7 dias ou 0 tempo necessario para uma secagem completa

e homogénea.

5.2.2 Moagem

As metodologias utilizadas para reduzir o tamanho do material vegetal foram
escolhidas conforme as caracteristicas deste. Em geral, o material passou por uma
divisdo grosseira seguida por uma pulverizacdo obtida em moinho de facas. O po

obtido foi armazenado em frascos de vidro ambares devidamente rotulados.
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5.2.3 Extracao

Os pos das plantas obtidos na moagem foram extraidos com etanol 70%, por
meio de maceracdo. Resumidamente, uma quantidade do p6 foi imersa em uma
mistura extratora de etanol/dgua (7:3, v.v'!)) na proporcdao 1:10 (material
vegetal/mistura extratora) durante 120 horas. A mistura extratora foi substituida a
cada 24 horas. Ap0s a extracdo, os liquidos extratores foram evaporados em
evaporadores rotativos sob pressao reduzida, em temperatura menor que 50 °C. Os
extratos foram transferidos para vidros tarados e deixados em capela até completa
eliminagdo do solvente. Quando necessario, os extratos foram liofilizados para
completa remocédo da agua. Os extratos permaneceram armazenados em freezers,

constituindo um banco de extratos no CCA-UFES.

5.3 Animais

Foram utilizados nos testes de atividade moluscicida, os caramujos da
espécie L. columella, que sdo provenientes de recrias dos moluscos coletados no
municipio de Alegre, regido Sul do Estado do Espirito Santo, e mantidos no
Laboratério de Malacologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Espirito Santo — CCA/UFES.

5.4 Testes Moluscicidas

O procedimento descrito abaixo foi realizado em triplicata em trés
experimentos independentes. Para os testes, oito moluscos com aproximadamente o
mesmo tamanho (8 mm), foram acondicionados individualmente em recipiente de
plastico, contendo 2,0 mL de agua potavel declorada, acrescido do extrato
hidroalcodlico, dissolvido em dimetilsulfoxido 10% (DMSO), nas concentracdes finais
de 20, 25, 50 e 100 ug/mL. Em seguida, foram monitoradas a motilidade e a
viabilidade dos moluscos, no periodo de duas, seis, doze e vinte e quatro horas,
conforme recomendagfes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2003).

Para cada experimento foi feito controle negativo, constando de 8 moluscos imersos
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em solugcdo contendo DMSO 10%. A DL100 foi caracterizada como a menor
concentragdo que cause mortalidade em 100% dos moluscos e a DL 50, a menor

concentragédo que cause mortalidade em 50% dos moluscos.

5.5 Testes para Avaliar Atividade Ovicida

O procedimento descrito abaixo foi realizado em duplicata em dois
experimentos independentes. Para os testes, seis moluscos com aproximadamente
o mesmo tamanho (8 mm) foram acondicionados individualmente em recipiente
plastico, contendo 2,0 mL de agua potavel declorada, acrescido do extrato
hidroalcodlico, dissolvido em dimetilsulfoxido 10% (DMSO), na maior concentracao
gue nao apresentou nenhum efeito moluscicidas, conforme teste anterior. Os
moluscos foram mantidos nestas solu¢des por um periodo de 24 horas, sendo em
seguida transferidos para recipientes de vidro (aquarios com capacidade para um
litro), contendo aproximadamente 500mL de agua declorada, para monitoramento da
ovoposicao, conforme recomendacdes da WHO (2003) e descrito abaixo.

Os moluscos foram mantidos a temperatura ambiente, sob aeracdo de 12
horas por dia, sendo alimentados com fracdes diarias de alface desidratada. Foram
adicionados aos aquarios substratos de isopor, para estimular a ocorréncia de
ovoposicdo. Os animais permaneceram no aquario sob tais condi¢cdes pelo periodo
de 15 dias. No 7° e 15° dia foi realizada a contagem de ovos presentes nos
substratos de isopor. O mesmo procedimento foi realizado em grupo controle (6

moluscos incubados em DMSO 10% por 24 horas).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios com 0s quatros extratos hidroalcodlicos das
plantas D. nitida, D. elliptica, Neea theifera Oerst. e Miconia cabucu Hoehne

testados estao descritos abaixo (tabela 1).

Tabela 1- Porcentagem de mortaliddade, Dose letal 50 (DL50) e Dose letal 100
(DL100), dos extratos hidroalcodlicos de D. nitida, D.elliptica, Neea theifera Oerst. e
Miconia cabucu Hoehne, sobre moluscos da espécie Lymnaea columella.

Extratos Concentracdo Tempo (h) DL50 DL100 Porcentagem de
(ppm)* mortalidade**

D. nitida 100 2
100 6
100 12
100 24

[oNeoNeNe]

50 2
50 6
50 12
50 24

w
NWooo

25 2
25 6
25 12
25 24

eoNeoNeNe

D.elliptica 100
100
100
100

N
AENOODN
1

50 2 0
50 6 0
50 12 33
50 24 + 66

25 2
25 6
25 12
25 24

(eoNeNe o]

Controle DMSO 10% 2:6;12e 24
Negativo

o
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Neea
theifera N&o foi observado mortalidade em nenhuma concentracdo testada
Oerst.

Miconia N&o foi observado mortalidade em nenhuma concentracao testada
cabucu
Hoehne
* - extrato diluido em 10% de DMSO;
** . porcentagem de mortalidade para 24 moluscos da espécie Lymnaea columella em cada
concentracdo testada, em trés experimentos independentes com 8 moluscos cada;
CN - controle negativo : 24 moluscos L. columella incubados em Dimetilsulféxido 10% - DMSO.

Foi observado que os extratos de D. nitida e D. elliptica apresentaram
atividade moluscicida dentro de 24 horas (tabelal). Ja os extratos de Neea theifera
Oerst. e Miconia cabucu Hoehne ndo apresentaram atividade moluscicida, uma vez
gue segundo recomendacdes da OMS (2003), o composto/extrato deve apresentar
atividade moluscicida em 24 horas. O extrato hidroalcoodlico de D. nitida apresentou
a dose letal 100 (DL100) na concentragdo de 100ppm (pg/ml) em 24 horas, na
concentracdo de 50ppm ocorreu morte de 33% dos moluscos, enquanto que na
concentracdo de 25 ppm néao foi verificado morte de moluscos. Com relacdo ao
extrato hidroalcodlico de D. elliptica, 0 mesmo demonstrou DL100 na concentracao
de 100ppm em 6 horas. A concentracdo de 50ppm possibilitou a morte de 33% dos
moluscos em um periodo de exposicéo de 12 horas, no entanto, a dose letal de 50%
(DL50), foi obtida em um periodo de exposicao de 24 horas, no qual ocorreu 66% de
morte dos moluscos. A concentracdo de 25ppm ndo acarretou morte de nenhum
molusco.

Conforme dados apresentados vemos que dois extratos hidroalcodlicos
apresentaram-se ativos contra L. columella. Os moluscos incubados com solucéo de
10% de DMSO (controle negativo) ndo apresentaram alteracdo na viabilidade ou
motilidade, permanecendo com comportamento similar ao de moluscos incubados
em potavel agua declorada. Portanto, a propriedade moluscicida dos extratos de D.
nitida e D. elliptica observada no presente estudo pode ser atribuida a componentes
presentes nos extratos e ndo ao DMSO, utilizado como diluente.

A OMS considera que para testes moluscicidas, os extratos podem ser
classificados como inativo, se levar de 0 a 30% de mortalidade, parcialmente ativo

se levar de 40 a 60% de mortalidade e ativo se levar de 70 a 100% de mortalidade
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aos caramujos, em um periodo de 24 horas. Porém, em 1983 a OMS fez nova
publicacdo relatando que a planta moluscicida seré considerada ativa quando obtiver
90% de mortalidade nas concentracbes de 20ppm para principio ativo isolado e
100ppm para extrato bruto. Ela também especifica metodologias para testes com
moluscicidas diversos e recomenda a procura de plantas e produtos vegetais
dotados de propriedades que possam ser utilizados sem afetar o equilibrio do meio
ambiente (WHO, 2003)

Estudos relativos a avaliagdo de substancia moluscicida de origem vegetal,
gue obtiveram resultados positivos com uso de extratos, sugerem que a atividade
toxica das plantas se deve a presenca de metabdlitos secundarios como taninos,
saponinas, terpenoides, esteroides e flavondides, dentre outros (CHIFUNDERA,;
BALUKU; MASHIMSNGO, 1993; REY, 2001; HYMETE et al., 2005; CANTANHEDE
et al., 2010). A acdo destes compostos no molusco provocam intoxicagcdo e
consequente desequilibrio osmatico levando a mortalidade por retracdo da massa
cefalopodal, podendo ter ou néo liberagcdo de hemolinfa, ou por projecdo anormal do
molusco para o exterior de sua concha (MCCULLOUGH et al., 1980).

Investigagdes fitoquimicas realizadas com D. elliptica atribuem sua atividade
farmacoldgica a presenca de flavondides derivados da quercetina e miricetina entre
outros compostos (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; MATHEUCCI, 1996;
GUARALDO et al., 2000; CARLOS et al., 2005). Soares et al. (2005) realizaram a
caracterizacao farmacognoética de folhas de D. elliptica e descreveram a presenca de
taninos, cumarinas, resinas, flavondides, saponinas, esterdides e triterpendides.
Assim, sugere-se que a atividade moluscicida apresentada por esta planta seja
devido a presenca dos metabolitos secundarios como flavonoides. Estudos indicam
gue a composicdo quimica de D. nitida é semelhante a encontrada em D. elliptica
(KUSHIMA et al., 2009). Porém nesse estudo os efeitos ndo foram iguais, sugerindo
gue o efeito conjunto de varios produtos no extrato de D. elliptica possa ter
favorecido seu melhor efeito.

Outra forma de avaliar a eficacia de agente moluscicida é verificar a sua
capacidade de impedir ou matar as desovas de moluscos (TANG et al., 1995).
Dessa forma, foi avaliado a ovoposicdo em presenca dos diferentes extratos. Na
maior concentracdo que ndo apresentou nenhum efeito moluscicida. Conforme
apresentado (tabela 2), apenas o extrato hidroalcodlico de D. elliptica mostrou poder

inibitério de 60% ao final de 15 dias, quando comparado ao controle negativo.
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Tabela 2- Teste de inibicdo de ovoposi¢éao

Extrato Concentracdo Porcentagem de inibicéao
(ppm)* de ovoposicao (dias)**

0 7 15

D. nitida 25 - 0 0

D.elliptica 25 - 0 60

Neea theifera 100 - 0 0

Miconia 100 - 0 0
cabucu

Controle - 0 0
Negativo

* - extrato diluido em 10% de DMSO;

** _ porcentagem de inibicdo de ovoposicdo para 12 moluscos da
espécie Lymnaea columella em cada concentracdo testada, em
dois experimentos independentes com 6 moluscos cada;

CN - controle negativo: 12 moluscos L. columella incubados em
Dimetilsulfoxido 10% - DMSO, em dois experimentos
independentes com 6 moluscos cada.

A baixa suscetibilidade das desovas aos extratos moluscicidas pode ser
devida, aos pesos moleculares dessas substancias, impedindo sua penetracao
através da membrana gelatinosa das desovas (LEMMA; YAU, 1974).

Assim, pode-se concluir que os extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D
elliptica apresentaram atividade moluscicida contra a espécie L. columella, sendo
gue D. elliptica apresentou resultados mais promissores, desencadeando efeitos
tanto moluscicidas como e ovicidas, nos testes realizados o que a credencia, para a
utilizacdo em ensaios de campo, contra moluscos da espécie L. columella,

hospedeiros intermediarios para o parasito Fasciola hepatica.



46

7. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que os extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D.
elliptica foram eficazes como agentes moluscicidas nos testes in vitro ao serem
empregados no controle de moluscos da espécie L. columella, sendo que os
extratos de D. elliptica apresentou resultados mais promissores, pois também inibiu
parte da ovoposicdo dos moluscos. O estudo torna-se relevante, uma vez que a
diversidade vegetal demonstra-se promissora na area biomédica, principalmente no

controle de doencas parasitarias.
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RESUMO

A fasciolose € uma enfermidade com elevada importancia na area da medicina veterinaria
devido as grandes perdas econémicas que causa. Dentre os varios métodos utilizados
objetivando reduzir o nimero de casos da doenca, o controle das populacdes de moluscos do
género Lymnaea pode ser medida promissora. Além disso, a busca por moluscicidas de
origem vegetal vem aumentando, pois trata-se de um produto mais barato, seguro,
biodegradavel e de facil acesso localmente para controle das populacfes de caramujos. Assim,
este estudo teve por finalidade analisar a eficiéncia de extratos hidroalcodlicos das plantas
Neea theifera Oerst., Davilla elliptica, Davilla nitida e Miconia cabucu Hoehne, todas

originarias do cerrado brasileiro, como possiveis agentes moluscicidas para a espécie
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Lymnaea columella. Os extratos de Neea theifera Oerst. e Miconia cabucu Hoehne néo
apresentaram atividade moluscicida. J& os extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D elliptica
apresentaram atividade moluscicida contra a espécie L. columella, sendo que D. elliptica
apresentou resultados mais promissores, desencadeando efeitos tanto moluscicidas como e
ovicidas, nos testes realizados o que a possibilita para a utilizacdo em ensaios de campo,
contra moluscos da espécie L. columella, hospedeiros intermediarios para o parasito Fasciola
hepatica.

Palavras- chaves: Extratos; Fasciolose; Moluscos

The Brazilian Cerrado plants as possible Molluscicides Agents

ABSTRACT

The fascioliasis is a disease with high importance in the field of veterinary medicine because
of the huge economic losses it causes. Among the various methods aimed at reducing the
number of cases of the disease, control of populations of snails of the genus Lymnaea may be
promising measure. Moreover, the search for molluscicides of plant origin is increasing
because it is a cheap, safe, biodegradable and easy access to locally control the populations of
snails product. Thus, this study aimed to analyze the efficiency of hydroalcoholic extracts
from plants Neea theifera Oerst., Davilla elliptica, Davilla nitida and Miconia Cabucu
Hoehne, all originating from the Brazilian cerrado as possible molluscicidal agents for species
Lymnaea columella. Extracts Neea theifera Oerst. and Miconia Cabucu Hoehne not shown
molluscicidal activity. Have hydroalcoholic extracts of D. elliptica and D. nitida show
molluscicidal activity against the species L. columella, and D. elliptica showed more
promising results, triggering effects both how and ovicidal molluscicides in the tests that
allows for use in field trials against species of molluscs L. columella, intermediate hosts for
the parasite Fasciola hepatica.

Key-words: Extracts; Fascioliasis; Moluscs
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INTRODUCAO

A fasciolose é uma doenga causada pelo trematdide Fasciola hepatica (COSTA, 2010),
e possui como hospedeiro intermedidrio o0 molusco da espécie Lymnaea columella (ABILIO;
WATANABE, 1998). Trata-se de parasitose que acomete figado e vias biliares de muitas
espécies de animais domésticos e selvagens (QUEIROZ et al., 2002).

O controle da transmissdo de doencas parasitarias, como a fasciolose, pode ser
realizado com a reducdo da populacdo de moluscos vetores através do uso de agentes
moluscicidas (PILE et al., 2002). Essas substancias sdo uma estratégia promissora, uma vez que
o foco para o combate da fasciolose ndo esta apenas na eliminacéo do parasito, bem como no
controle do vetor, que pode ser realizado com o auxilio de substéncias dotadas de
propriedades moluscicidas, interrompendo-se o ciclo evolutivo do parasito e
conseqlientemente, 0 aparecimento de novos casos (CANTANHEDE et al., 2010).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saide), o moluscicida sintético
niclosamida (N-(2'-cloro-4'nitrofenil) - 5 clorosalicilanilida) € a Unica substancia
recomendada para combater caramujos vetores de doencas (PINHEIRO et al., 2003).
Entretanto, o uso de moluscicida sintético tem gerado preocupacao em relacédo a fatores como
toxicidade para outras espécies, devido a sua baixa seletividade; contaminacdo do meio
ambiente (CANTANHEDE et al., 2010; LEYTON et al., 2005), e resisténcia de caramujos B.
glabrata (GASPAROTTO et al., 2005). Assim, a descoberta de moluscicidas vegetais vem se
tornando necessaria para a aplicacdo em areas endémicas, para auxilio no controle de
parasitoses que possuem moluscos como hospedeiros intermediarios (WHO, 1983). A busca
por moluscicidas de origem vegetal vem sendo motivada pelo menor custo efetivo, seguranca,

seu potencial de biodegradacdo e menor risco na aplicacdo (SILVA FILHO et al., 2009).



54

As pesquisas com plantas com potencial efeito moluscicida geralmente inicia-se pelo
encontro da planta de maneira fortuita, sendo realizados testes para determinar a letalidade,
além de ensaios para determinar atividade ovicida (JURBERG et al., 1989).

Vérias plantas e seus principios ativos ja foram estudados quanto ao potencial
moluscicida. Segundo LEYTON et al. (2005), foram obtidos extratos aquosos e alcodlicos a
partir de p6é de folhas secas de tomateiro (Lycopersicon esculentum) e em ensaios
laboratoriais, 0s extratos aquosos, alcodlicos e o GEb (glicoalcaldide esteroidal bruto)
possuiam atividade moluscicida em Biomphalaria glabrata (Say, 1818). HAMMAMI; AYADI
(2008) em estudo avaliando atividade moluscicida e antiparasitaria da folha, fruto e extratos de
frutos verdes da planta Solanum nigrum villosum, observou efeito significativo da
possibilidade do uso do extrato de frutos verdes no controle de Galba truncatula e de F.
hepatica em estagios larvares.

A utilizagdo do latex da “coroa-de-Cristo” (Euphorbia splendens var. hislopii) no
controle da fasciolose hepatica também mostrou resultados significativos, indicando a
possibilidade do uso desse latex como subsidio em programas de controle estratégico, uma
vez que essa planta pode ser promissora como moluscicida (PILE et al., 2001).

Considerando que a descoberta de novas drogas moluscicidas de origem vegetal pode
ser de grande importancia para auxiliar no controle da fasciolose, espécies vegetais do cerrado
brasileiro, a saber, Neea theifera Oerst., Davilla elliptica, Davilla nitida e Miconia cabucu
Hoehne, foram testados para avaliar a possibilidade de atividade moluscicida, contra
moluscos da espécie L. columella.

Neea theifera Oerst. (Nyctaginaceae), trata-se de planta amplamente utilizada na
medicina popular brasileira para tratamento de Ulceras gastricas e inflamacao (RINALDO et al.,
2007). Conhecida popularmente como “capa-rosa-do-campo” (FURLAN, 1996), apresenta

ampla distribuicdo geogréfica predominantemente em regifes de cerrado. Davilla elliptica



55

conhecida popularmente como “lixinha", pertence a familia Dilleniaceae, sendo comumente
usada na medicina popular brasileira como purgante e estimulante (MICHELIN et al., 2005).
Davilla nitida conhecida popularmente de "sambaibinha" ou "cip6-de-fogo”, possui
composi¢do quimica semelhante a encontrada em D. elliptica (KUSHIMA et al., 2009). Esta
planta pertence a familia Dilleniaceae, e ocorre predominantemente na regido do cerrado da
América do Sul. Relatdrios etno- farmacoldgicos indicam seu uso popular para problemas
gastricos (BISO et al., 2010). Miconia cabucu Hoehne conhecida popularmente como
“pixiricugtl”,  ‘“‘cabu¢i,“pixirica”, “pixiricdo”, ‘“‘quina-brava”, apresentou atividade
antimicrobiana contra os organismos testados em estudo (RODRIGUES et al., 2008).

Motivados por essas informag6es e por entendermos que o controle da fasciolose € de
suma importancia para as atividades agropastoris em regifes onde o0 parasito esta presente,
objetivou-se com este estudo a utilizacdo de extratos hidroalcodlicos dessas plantas, para
avaliar se 0os mesmos possuem atividade moluscicida contra moluscos da espécie L.

columella.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas as folhas das plantas Neea theifera Oerst., Davilla elliptica, Davilla
nitida e Miconia cabucu Hoehne, provenientes do cerrado brasileiro, previamente
identificadas e catalogadas (depositadas no herbario da UNESP-Araraquara-SP) em estudos
realizados pelo Programa de Pesquisas em Caracterizacdo, Conservacao e Uso Sustentavel da
Biodiversidade do Estado de S&o Paulo, denominado BIOTA-FAPESP.

As partes das espécies vegetais foram previamente divididas, separadas e dispostas em
camadas finas e foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 45°C durante 7 dias
Ou 0 tempo necessario para uma secagem completa e homogénea.

As metodologias utilizadas para reduzir o tamanho do material vegetal foram

escolhidas conforme as caracteristicas deste. Em geral, o material passou por uma divisdo
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grosseira seguida por uma pulverizacdo obtida em moinho de facas. O p6 obtido foi
armazenado em frascos de vidro &mbares devidamente rotulados.

Os pos das plantas obtidos na moagem foram extraidos com etanol 70%, por meio de
maceragdo. Resumidamente, uma quantidade do p6 foi imersa em uma mistura extratora de
etanol/agua (7:3, v.v'') na propor¢ao 1:10 (material vegetal/mistura extratora) durante 120
horas. A mistura extratora foi substituida a cada 24 horas. Apds a extragdo, os liquidos
extratores foram evaporados em evaporadores rotativos sob pressao reduzida, em temperatura
menor que 50 °C. Os extratos foram transferidos para vidros tarados e deixados em capela até
completa eliminagdo do solvente. Quando necessario, os extratos foram liofilizados para
completa remocéo da agua. Os extratos permaneceram armazenados em freezers, constituindo
um banco de extratos no CCA-UFES.

Foram utilizados nos testes os caramujos da espécie L. columella, que séao
provenientes de recrias dos moluscos coletados no municipio de Alegre, regido Sul do Estado
do Espirito Santo, e mantidos no Laboratorio de Malacologia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Espirito Santo — CCA/UFES.

Para os testes de avaliacdo da atividade moluscicida dos extratos, oito moluscos com
aproximadamente o mesmo tamanho (8 mm), foram acondicionados individualmente em
recipiente de plastico, contendo 2,0 mL de &gua potédvel declorada, acrescido do extrato
hidroalcodlico, dissolvido em dimetilsulfoxido 10% (DMSO), nas concentracdes finais de 20,
25, 50 e 100 pg/mL. Em seguida, foram monitoradas a motilidade e a viabilidade dos
moluscos, no periodo de duas, seis, doze e vinte e quatro horas, conforme recomendacdes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2003). Para cada experimento foi feito controle
negativo, constando de 8 moluscos imersos em solucdo contendo DMSO 10%. O

procedimento descrito foi realizado em triplicata em trés experimentos independentes. A
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DL100 foi caracterizada como a menor concentracdo que cause mortalidade em 100% dos
moluscos e a DL 50, a menor concentragdo que cause mortalidade em 50% dos moluscos.

Para os testes de avaliagdo de ovoposicdo, seis moluscos com aproximadamente o
mesmo tamanho (8 mm) foram acondicionados individualmente em recipiente plastico,
contendo 2,0 mL de 4agua potavel declorada, acrescido do extrato hidroalcodlico, dissolvido
em dimetilsulfoxido 10% (DMSO), na maior concentracdo que ndo apresentou nenhum efeito
moluscicidas, conforme teste anterior. Os moluscos foram mantidos nestas solugdes por um
periodo de 24 horas, sendo em seguida transferidos para recipientes de vidro (aquérios com
capacidade para um litro), contendo aproximadamente 500mL de &gua declorada, para
monitoramento da ovoposi¢do, conforme recomendagdes da WHO (2003) e descrito abaixo.

Os moluscos foram mantidos a temperatura ambiente, sob aeracdo de 12 horas por dia,
sendo alimentados com fracdes diarias de alface desidratada. Foram adicionados aos aquarios
substratos de isopor, para estimular a ocorréncia de ovoposi¢do. Os animais permaneceram no
aquério sob tais condicGes pelo periodo de 15 dias. No 7° e 15° dia foi realizada a contagem
de ovos presentes nos substratos de isopor. O mesmo procedimento foi realizado em grupo
controle (6 moluscos incubados em DMSO 10% por 24 horas). O procedimento descrito foi

realizado em duplicata em dois experimentos independentes

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios com 0s quatros extratos hidroalcodlicos das plantas D.
nitida, D. elliptica, Neea theifera Oerst. e Miconia cabucu Hoehne testados estdo descritos
abaixo (tabela 1).

Foi observado que os extratos de D. nitida e D. elliptica apresentaram atividade
moluscicida dentro de 24 horas (tabelal). J& os extratos de Neea theifera Oerst. e Miconia

cabucu Hoehne ndo apresentaram atividade moluscicida, uma vez que segundo
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recomendacgdes da OMS (2003), 0 composto/extrato deve apresentar atividade moluscicida em
24 horas. O extrato hidroalcodlico de D. nitida apresentou a dose letal 100 (DL100) na
concentracdo de 100ppm (pg/ml) em 24 horas, na concentracdo de 50ppm ocorreu morte de
33% dos moluscos, enquanto que na concentracdo de 25 ppm néo foi verificado morte de
moluscos. Com relacdo ao extrato hidroalcodlico de D. elliptica, 0 mesmo demonstrou DL100
na concentracdo de 100ppm em 6 horas. A concentracdo de 50ppm possibilitou a morte de
33% dos moluscos em um periodo de exposicdo de 12 horas, no entanto, a dose letal de 50%
(DL50), foi obtida em um periodo de exposicdo de 24 horas, no qual ocorreu 66% de morte
dos moluscos. A concentracdo de 25ppm nédo acarretou morte de nenhum molusco.

Conforme dados apresentados vemos que dois extratos hidroalcoolicos apresentaram-
se ativos contra L. columella. Os moluscos incubados com solugdo de 10% de DMSO
(controle negativo) ndo apresentaram alteracdo na viabilidade ou motilidade, permanecendo
com comportamento similar ao de moluscos incubados em potavel 4&gua declorada. Portanto, a
propriedade moluscicida dos extratos de D. nitida e D. elliptica observada no presente estudo
pode ser atribuida a componentes presentes nos extratos e ndo ao DMSO, utilizado como
diluente.

A OMS considera que para testes moluscicidas, os extratos podem ser classificados
como inativo, se levar de 0 a 30% de mortalidade, parcialmente ativo se levar de 40 a 60% de
mortalidade e ativo se levar de 70 a 100% de mortalidade aos caramujos, em um periodo de
24 horas. Porém, em 1983 a OMS fez nova publicacdo relatando que a planta moluscicida
sera considerada ativa quando obtiver 90% de mortalidade nas concentracfes de 20ppm para
principio ativo isolado e 100ppm para extrato bruto. Ela também especifica metodologias para
testes com moluscicidas diversos e recomenda a procura de plantas e produtos vegetais
dotados de propriedades que possam ser utilizados sem afetar o equilibrio do meio ambiente

(WHO, 2003)
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Estudos relativos a avaliacdo de substancia moluscicida de origem vegetal, que
obtiveram resultados positivos com uso de extratos, sugerem que a atividade tdxica das
plantas se deve a presenca de metabolitos secundarios como taninos, saponinas, terpenoides,
esteroides e flavondides, dentre outros (CHIFUNDERA et al., 1993; REY, 2001; HYMETE et al.,
2005; CANTANHEDE et al., 2010). A agédo destes compostos no molusco provocam intoxicacéo
e consequente desequilibrio osmoético levando a mortalidade por retracdo da massa
cefalopodal, podendo ter ou ndo liberagdo de hemolinfa, ou por projecdo anormal do molusco
para o exterior de sua concha (MCCULLOUGH et al., 1980).

InvestigacOes fitoquimicas realizadas com D. elliptica atribuem sua atividade
farmacologica a presenca de flavondides derivados da quercetina e miricetina entre outros
compostos (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; MATHEUCCI, 1996; GUARALDO et al., 2000;
CARLOS et al., 2005). SOARES et al. (2005) realizaram a caracterizacdo farmacognotica de
folhas de D. elliptica e descreveram a presenca de taninos, cumarinas, resinas, flavonoides,
saponinas, esteroides e triterpendides. Assim, sugere-se que a atividade moluscicida
apresentada por esta planta seja devido a presenca dos metabolitos secundarios como
flavonoides. Estudos indicam que a composicdo quimica de D. nitida é semelhante a
encontrada em D. elliptica (KUSHIMA et al., 2009). Porém nesse estudo os efeitos ndo foram
iguais, sugerindo que o efeito conjunto de varios produtos no extrato de D. elliptica possa ter
favorecido seu melhor efeito.

Outra forma de avaliar a eficacia de agente moluscicida € verificar a sua capacidade de
impedir ou matar as desovas de moluscos (TANG et al., 1995). Dessa forma, foi avaliado a
ovoposicdo em presenca dos diferentes extratos. Na maior concentracdo que nao apresentou
nenhum efeito moluscicida. Conforme apresentado (tabela 2), apenas o extrato hidroalcodlico
de D. elliptica mostrou poder inibitério de 60% ao final de 15 dias, quando comparado ao

controle negativo.
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A baixa suscetibilidade das desovas aos extratos moluscicidas pode ser devida, aos
pesos moleculares dessas substéncias, impedindo sua penetracdo através da membrana
gelatinosa das desovas (LEMMA; YAU, 1974).

Assim, pode-se concluir que os extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D elliptica
apresentaram atividade moluscicida contra a espécie L. columella, sendo que D. elliptica
apresentou resultados mais promissores, desencadeando efeitos tanto moluscicidas como e
ovicidas, nos testes realizados o que a credencia, para a utilizagdo em ensaios de campo,
contra moluscos da espécie L. columella, hospedeiros intermediarios para o parasito Fasciola

hepatica.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que os extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D. elliptica
foram eficazes como agentes moluscicidas nos testes in vitro ao serem empregados no
controle de moluscos da espécie L. columella, sendo que os extratos de D. elliptica apresentou
resultados mais promissores, pois também inibiu parte da ovoposicdo dos moluscos. O estudo
torna-se relevante, uma vez que a diversidade vegetal demonstra-se promissora na area

biomédica, principalmente no controle de doencas parasitarias.
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TABELAS

Tabela 1- Porcentagem de mortaliddade, Dose letal 50 (DL50) e Dose letal 100 (DL100), dos
extratos hidroalcodlicos de D. nitida, D.elliptica, Neea theifera Oerst. e Miconia cabucu
Hoehne, sobre moluscos da espécie Lymnaea columella.

Extratos Concentracao Tempo (h) DL50 DL100  Porcentagem de

(ppm)* mortalidade**

D. nitida 100 2 0

100 6 0

100 12 0

100 24 + 100

50 2 0

50 6 0

50 12 0

50 24 33

25 2 0
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25 6 0
25 12 0
25 24 0
D.elliptica 100 2 0
100 6 + 100
100 12 -
100 24 -
50 2 0
50 6 0
50 12 33
50 24 + 66
25 2 0
25 6 0
25 12 0
25 24 0
Controle DMSO 10% 2,6;12e 24 0
Negativo
Neea
theifera Né&o foi observado mortalidade em nenhuma concentragéo testada
Oerst.
Miconia Né&o foi observado mortalidade em nenhuma concentragéo testada
cabucu
Hoehne

* - extrato diluido em 10% de DMSO;

** - porcentagem de mortalidade para 24 moluscos da espécie Lymnaea columella em cada
concentracdo testada, em trés experimentos independentes com 8 moluscos cada;

CN - controle negativo : 24 moluscos L. columella incubados em Dimetilsulféxido 10% -
DMSO.

Tabela 2- Teste de inibi¢do de ovoposicao

Extrato Concentracdo Porcentagem de inibicdo de
(ppm)* ovoposicao (dias)**
0 7 15
D. nitida 25 - 0 0
D.elliptica 25 - 0 60

Neea theifera 100 - 0 0




Miconia cabucu 100 - 0 0
Controle - 0 0
Negativo

* - extrato diluido em 10% de DMSO;

** - porcentagem de inibicdo de ovoposi¢do para 12 moluscos da
espécie Lymnaea columella em cada concentracdo testada, em
dois experimentos independentes com 6 moluscos cada;

CN - controle negativo: 12 moluscos L. columella incubados em
Dimetilsulfoxido 10% - DMSO, em dois experimentos
independentes com 6 moluscos cada.

65



