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INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca endémica em varios paises
tropicais, causada pelo Schistosoma mansoni. Esta moléstia é umas
das mais prevalentes infeccdes parasitarias observada nos paises
tropicais, impactando negativamente a economia e principalmente
a saude publica (SAVIOLI et al., 1997; CHITSULO et al., 2000). Os
hospedeiros intermediarios do S. mansoni sdo espécies
pertencentes aos géneros Biomphalaria, Bulinus e Oncomelania. A
ocorréncia da esquistossomose mansonica esta relacionada com a
falta de saneamento basico e condicdes socioambientais precarias
(COURAL; AMARAL, 2004).

De acordo com estatisticas da Organizacdo Mundial da Salde a
esquistossomose ¢ uma doenca que afeta mais de 239 milhdes de
individuos no mundo (WHO, 2012), distribuidos em diversos paises
na Asia, America, Caribe, Mediterraneo e Africa (CHITSULO et al.,
2000). Dependendo da regidao, o S. mansoni apresenta variacoes
genéticas que sdo importantes para epidemiologia da doenca
(OLIVEIRA;GENTILE, 2008). E a segunda doenca tropical mais
incidente, perdendo apenas para a malaria (RAGHAVAN, 2003;
JENKINS-HOLICK; KAUL, 2013).

B. glabrata é um caramujo da familia Planorbidae, que pode ser
encontrado em varios paises, nos ambientes aquaticos com agua
parada ou pouca corrente, tais como lagos, lagoas, pocos,
remansos de rios, riachos, canais de irrigacdao e de drenagem, e
qualquer area natural ou artificialmente alagada (STENSGAARD et
al., 2013; MCCREESH; BOOTH, 2014).

Varias substancias quimicas sdo utilizadas no sentido de combater
os caramujos vetores. Estima-se que cerca de 7.000 produtos
quimicos ja foram testados com essa finalidade, sendo a
niclosamida a substancia quimica comercialmente disponivel e
indicada pela Organizacdo Mundial da Saide. Entretanto, apesar de
apresentar alta toxicidade para moluscos, ela é altamente toxica
para os demais organismos aquaticos (RIBEIRO et al., 2009;
CANTANHEDE et al., 2010; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; MARTINS et
al., 2014).

Nesse contexto, tem-se aumentado o interesse em buscar novas
substancias facilmente biodegradaveis, com atividade moluscicida,
a partir dos extratos vegetais. Na literatura, ha varios relatos sobre
plantas e seus principios ativos, que foram estudados quanto ao
seu potencial moluscicida (MCCLLOUGH et al., 1980; SINGH et al.,
1996; LAHLOU; BERRADA, 2001; SINGH; SINGH, 2005; Babili et al.,
2006; UPADHYAY; SINGH, 2011; TEIXEIRA et al., 2012), acredita-se
que, no Brasil, menos de 5% dos vegetais tenham sido estudados
com analises fitoquimicas para determinacdo de metabdlitos
secundarios (LUNA et al., 2005), o que torna os testes com plantas
regionais atrativos para investigacao de novos moluscicidas.
Anadenanthera  colubrina pertence a familia Mimosacea
(mimosaceae), é amplamente encontrada no Nordeste do Brasil,
possui entre seus metabolitos secundarios bioativos, compostos
fendlicos e taninos (MONTEIRO et al., 2006; PEDONE-BONFIM et al.,
2013), substancias promissoras como moluscicida.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e armazenamento da planta Anadanthera Colubrina
Amostras da casca de A. Colubrina foram coletadas em fragmento
de caatinga dentro do Instituto de Pesquisas Agronomicas (IPA). A
area esta localizada na cidade de Caruaru, regido Agreste do
estado de Pernambuco, Brasil (08°14'18.2"S e 35°54'57.1"W). Um
espécime foi identificado e depositado no herbario professor
Vasconcelos Sobrinho da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, registro numero 48663.

Obtencdo do extrato de Anadanthera Colubrina

Apds a coleta as amostras foram submetidas a secagem. Em
seguida, foram trituradas em moinhos de faca e peneiradas com a
utilizacao de peneira de malha de 2x2 mm. O extrato bruto da
planta A. colubrina foi obtido a partir da maceracao de 5 g da
massa vegetal da casca em 100 ml de metanol a 80%.
Posteriormente, a solucado foi mantida em camara escura durante
72 horas. O extrato foi seco em rota-evaporador (Fisaton modelo
803) a pressao reduzida.
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Testes de Artemia salina

Os ovos (25 mg) de Artemia salina foram colocados em recipiente
com agua do mar (pH 8,0 e 25-30°C) com aeracdo por 48 horas, até
sua eclosdo. Apds a eclosdo as A. salina foram coletadas para
analise da viabilidade. Os animais foram divididos em cinco grupos
de 10-11 espécimes da seguinte forma: um grupo controle
contendo apenas agua marinha e quatro grupos expostos ao extrato
bruto da casca A. colubrina nas concentracoes de 125, 250, 500 e
1000 pg/ml por 24 horas. Os testes foram realizados em
quadruplicatas para avaliacdo da mortalidade e sobrevivéncia de
acordo com o protocolo de Santos et al., (2010a).

Criacdo e manutencdo dos moluscos B. glabrata

Os caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, foram obtidos em
Sao Lourenco da Mata (estado de Pernambuco, Brasil), criados e
mantidos por varias geracdes no moluscario do departamento de
Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco.
Os caramujos adultos, foram mantidos em aquarios de plastico
(50x23x17 cm) com agua filtrada (pH 7 e 25°C) e aerada, sendo
alimentados com folhas de alface (Lactuca sativa).

Atividade Moluscicida

Para o bioensaio, foram utilizados 90 animais de tamanho uniforme
(diametro da concha entre 10 e 16 mm), distribuido em seis grupos
com cinco moluscos cada: controle negativo (agua filtrada),
controle positivo (carbonato clprico) e quatro grupos expostos ao
extrato da A. Colubrina dissolvidos em agua filtrada nas
concentragées de 125, 250, 500 e 1000 pg/ml, durante 24 horas. O
ensaio foi realizado em triplicata.

Embriotoxicidade

O bioensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por
Oliveira-Filho and Paumgartten, (2000). Foram coletadas cinco
massas de ovos intactas contendo aproximadamente 100 embrides
em estagio de blastula (15 horas apds a primeira clivagem)
selecionados através da observacao em microscopio estereoscopico
(Leica MZ6; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e colocados em
placas de Petri (90x15 mm). Os grupos experimentais foram
constituidos pelo extrato da casca de A. colubrina (125, 250, 500,
600, 700, 1000 ug/ml) além de agua filtrada e desclorificada (C,
controle negativo) e niclosamida (NCL, controle positivo) a 1 pg/ml
para ensaio realizado com moluscos adultos, os grupos foram
incubados por 24 horas (25°C +2), em seguida, todos
permaneceram em agua filtrada e desclorificada sendo analisados
durante 7 dias. A mortalidade, o estagio embrionario (blastula,
glastrula, trocodfora jovem, trocdfora, veliger jovem, veliger, hipo
estagio), o nimero de embrides com desenvolvimento completo
(eclodidos ou tendo alcancado o hipo estagio) ou os que nao se
desenvolveram completamente (mortos, malformados ou com
desenvolvimento normal atrasado), foram determinados com a
utilizacdo do microscopio estereoscopico (Leica KL300; Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). O experimento foi realizado em
triplicadas para todos os grupos.

Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com a utilizacao
do programa GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad
Prism, San Diego, California, USA) por meio da ANOVA e Newman-
Keuls (significancia em p<0,05). Para o calculo da concentracao
letal necessaria para matar 50% (CLso), foi utilizado a regressao
probit.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 mostra A. salina exposta ao extrato da casca de A.
colubrina. Os resultados obtidos podem ser visualizados no grafico.
Verificou-se que o extrato da casca de A. colubrina nas
concentracoes de 250, 500 e 1000 pg/ml apresentaram toxicidade
significante quando comparadas ao grupo controle. No entanto, a
concentracao de 125 pg/ml demonstrou uma toxicidade
significativamente baixa quando correlacionada com as demais
concentragoes analisadas do extrato. Contudo, quando relacionada
com o grupo controle, a concentracao de 125 pg/ml apresentou
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toxicidade significante. A CLso calculada para A. salina expostas ao
extrato de A. colubrina foi de 212,81 pg/ml.

Na Tabela 1 os moluscos expostos ao extrato de A. colubrina, nas
concentragdes de 125 e 250 pg/ml apresentaram frequéncia de
mortalidade de 26,6 e 80%, respectivamente, tendo a concentracao
de 250 pg/ml apresentado diferenca significativa em relacao ao
grupo controle negativo. Os caramujos expostos as concentracoes
de 500 e 1000 pg/ml apresentaram 100% de mortalidade, sendo
este percentual idéntico ao observado no grupo exposto a
niclosamida.
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Figura 1. Atividade artemicida do extrato da casca de A. colubrina durante 24 h. Onde, *
= p<0,05; *** = p<0,0001 e # = p<0,0001.

Tabela 1. Moluscos adultos de B. glabrata expostos ao extrato de A. colubrina, por 24 h.

[1 Total de Mortos Vivos
ug/ml  Caramujo Adulto  Total % Total %

C 15 0,0 0.0% 15 100%
NCL 15 15 100% 0,0 0,0%
125 15 4 26.66% 11 73.33%
250 15 12 80% 3 20%
500 15 15 100% 0,0 0,0%
1000 15 15 100% 0,0 0,0%

Os dados onde p < 0,5 demonstram diferencas significativas entre
0s grupos, * vs. C.

Os resultados obtidos no bioensaio com extrato de A. colubrina
apresentou a CLso de 155,24 pg/ml para os adultos da B. glabrata.
Na tabela 2 pode-se observar o resultado do experimente realizado
com embrides de B. glabrata expostos durante 24 horas ao extrato
de A. colubrina.

Tabela 2. Embrides de B. glabrata expostos ao extrato de A. colubrina durante 24 h.

[1 Total de Inviaveis Viaveis
pg/ml EmbriGes Total % total k3
C 294 13 4.5 281 95.6
NCL 300 300 100 0.0 0.0
125 292 5 1.7 287 98.3
230 295 6 2 289 98.0
500 300 3 10.4 269 89.6
600~ 300 140 46.7 160 53.3
700" 298 151 0.7 147 49.3
1000% 312 312 100 0.0 0.0

Os dados onde p < 0,5 demonstram diferencas significativas entre os grupos, * vs. C.

Pode ser observado através da analise da Tabela 3 que o teste de
embriotoxicidade nao demonstrou diferenca significativa entre o
grupo exposto ao extrato (500 pg/ml) e o grupo controle negativo.
Os embrides expostos ao extrato nas concentracées de 600, 700 e
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1000 pg/ml apresentaram mortalidade de 46.7, 50.7 e 100%,
respectivamente, demonstrado uma diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle negativo. A CLso
calculada para os embrides expostos ao extrato de A. colubrina foi
de 692 pg/ml.

Na Figura 2 abaixo pode-se observar o aspectos dos embrides
vidveis e invidveis (mortos e malformados) apds exposicdo ao
extrato de A. colubrina.

Figura 2. Embrides normais, mortos e malformados. a) Embrides normais; b) Embrides
mortos (seta vermelha) e embrides malformados (seta azul); c) Embrides mortos; d)
Embrides malformados (seta azul).

Os moluscicidas vegetais, quando comparados com os sintéticos,
apresentam danos ambientais minimos, constituem um método
eficaz e de baixo custo que pode auxiliar no controle da
esquistossomose, porém, apesar destas caracteristicas, ainda sao
comercializados apenas moluscicidas sintéticos (MCCULLOUGH et
al., 1980). A pesquisa com plantas que demonstram atividade
moluscicida tem recebido atencao nas Ultimas décadas por ser uma
alternativa de baixo custo e menos agressiva a natureza (CLARK;
APPLETON, 1997; KIROS et al., 2014). A Organizacao Mundial de
Salde especifica normas para teste com diversos moluscicidas e
recomenda a procura de plantas e produtos vegetais dotados de
propriedades moluscicidas que possam ser utilizados sem afetar o
equilibrio do meio ambiente (WHO, 1983).

Neste trabalho, a toxicidade ambiental foi estimada por meio do
bioensaio com Artemia salina. A mortalidade foi estimada por meio
do calculo da CLso, obtendo-se o valor de 212,81 pg/ml. Nao foi
encontrado nenhum dado na literatura sobre estudo de toxicidade
ambiental com A. colubrina. No entanto, quando comparamos as
CLso de outros extratos vegetais de plantas da mesma regiao frente
a larvas de A. salina tém-se os seguintes resultados: o extrato da
folha de Turnera ulmifolia apresentou Clso de 224,56 pg/ml
(SANTOS et al., 2010b), extratos de curcuma longa L. a CLs, foi de
319,82 pg/ml (FILHO, 2009) e atividades de quatro espécies do
género Eleocharis apresentaram CLso em torno de 476 pg/ml (RUIZ
et al., 2005). Portanto, verificamos que o extrato estudado neste
trabalho possui toxicidade ambiental inferior aos citados
anteriormente.

O uso de moluscicidas requer o entendimento acerca do
mecanismo de acdo dessas substancias nos moluscos. A elucidacéo
de tal processo necessita de estudos que revelem os detalhes
referentes ao perfil fitoquimico do vegetal e a resposta fisiologica
do molusco frente aos constituintes quimicos. Portanto, baseado
nestas observagoes o uso de extrato de A. colubrina no combate
aos moluscos B. glabrata, parece ser uma alternativa a ser
explorada.

Em experimentos, in vitro, foram avaliados os efeitos dos extratos
de folha e caule de A. colubrina, Leucaena leucocephala e Mimosa
tenuiflora sobre o desembainhamento larvar de Haemochus
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contortus sendo observado o papel dos taninos nesse processo. Os
seis extratos bloquearam o desembainhamento larval quando
incubados a 300 pg/mL por 3 horas com adicao de hipoclorito de
sodio. Sugeriu-se que A. colubrina, L. leucocephala e M. tenuiflora
podem ser utilizadas no controle de nematdides gastrointestinais
tendo os taninos como principais compostos envolvidos nos efeitos
(OLIVEIRA et al., 2011).

Na literatura foi demonstrado que atividade moluscicida das
plantas pode estar relacionada a presenca de taninos e fenois
(SCHAUFELBERGER; HOSTETTMANN, 1983; OBIED et al., 2007). E
sugerida que o principio ativo da A. colubrina é atribuido a
presenca dos compostos quimicos oriundos dos taninos e fendis, o
que fortalece a necessidade de estudos mais aprofundados sobre
estas substancias presentes na planta.

Nenhum dado foi encontrado na literatura especializada sobre o
efeito toxico do A. colubrina sobre embrides e adultos de B.
glabrata, porém testes realizados com outros extratos vegetais
demonstraram que mesmo apresentando atividade moluscicida
para adultos, alguns extratos vegetais sao inativos para embrides.
Este comportamento pode esta relacionado a seletividade da
membrana gelatinosa da desova que impede a penetracao e acao
das substancias sobre os embrides (LEMMA; YAU, 1974). Nos
experimentos realizados neste trabalho com concentracoes
elevadas (entre 500 e 1000 pg/ml), observou-se impregnacao do
extrato na superficie da desova, provocando letalidade nos
embrides de forma dose-dependente.

CONCLUSOES

A analise conjunta dos resultados mostrou que o extrato aquoso de
A. colubrina embora nao tenha causado morte em grande parte dos
embrides, diminuiu a viabilidade dos mesmos ajudando no combate
ao vetor. Contudo, o extrato de A. colubrina demonstrou potencial
para ser utilizada como moluscicida biodegradavel para combater
os caramujos adultos da espécie B. glabrata.
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