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RESUMO

XAVIER, Vanessa Barreto. Atividade biolégica dos extratos aquosos de Solanum
Iycocarpum St. Hil. (Solanaceae) procedente de regides fitogeograficas distintas sobre
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) (Planorbidae) 2010. 87f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Medicina Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Ha necessidade urgente de encontrar moluscicidas seletivos e eficientes para o controle de
Biomphalaria glabrata hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni. Neste sentido, o
presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos agudos dos extratos aquosos de Solanum
lycocarpum procedente da Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG e do Campus
Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sobre B. glabrata através de
métodos diferenciados de extracdo; identificar saponina em todos os extratos utilizados;
verificar os efeitos cronicos dos extratos sobre os moluscos sobreviventes e da geragao F1,
analisando os parametros de mortalidade e reproduc¢do e também, analisar a influéncia dos
extratos sobre os niveis de glicose, uréia e acido urico dos moluscos sobreviventes. Folhas de
S. lycocarpum ap0s secas a temperatura ambiente, picotadas e pesadas, mantendo uma relagao
de 10,0% p/v, solugdo mae, foram submetidas ao método de infusdo, “a quente”, onde o
material vegetal permaneceu em contato com agua destilada em temperatura de 90°C durante
15 minutos e ao método de maceracao estatica, “a frio”, onde as folhas permaneceram em
contato com a agua destilada, em temperatura ambiente, por 24 horas. A partir da solugdo mae
foram obtidas as demais concentragdes, 7,0 ¢ 4,0%. Foram utilizados moluscos de 9-13 mm
de diametro de concha. As observagdes dos moluscos submetidos aos bioensaios foram feitas
em 24, 48 e 72h. Os moluscos sobreviventes aos bioensaios foram observados durante 60 dias
e a geracao F1 por 90 dias, quando eram quantificados os moluscos mortos e as massas
ovigeras. Foi realizada coleta de hemolinfa dos moluscos sobreviventes nos periodos de 4, 30
e 60 dias. Elevados percentuais de mortalidade foram verificados com as concentragdes de
10,0% e 7,0% nas primeiras 24 horas de observacdo, para ambas as localidades de coleta,
independente do método de extracdo. No entanto, com a concentracao de 4,0%, verificou-se
um elevado percentual de mortalidade somente com o extrato obtido pelo método a frio, da
localidade de Trés Marias. O método de maceragdo estatica se mostrou equivalente a infusao,
porém influenciou a determinagdo da CLg na localidade de Trés Marias. Com o método de
infusdo, a CLg foi de 7,0% e com método de extragdo “a frio” foi de 4,0%. Verificou-se a
presenga de saponinas em todos os extratos aquosos das folhas de S. /ycocarpum utilizados. A
analise bioquimica demonstrou aumento dos niveis de glicose e uréia em alguns grupos
tratados, na hemolinfa dos moluscos sobreviventes submetidos ao extrato da planta
procedente de Trés Marias. Nao foi verificada diferencga significativa nos niveis de glicose,
uréia e acido urico dos moluscos sobreviventes submetidos ao extrato da planta coletada no
Campus Seropédica da UFRRJ. Nao houve diferenca significativa no percentual de
mortalidade dos moluscos sobreviventes ao longo de 60 dias de observacdo. No entanto,
verificou-se diferencga estatistica no percentual de mortalidade da geragdo F1. A atividade
moluscicida dos extratos aquosos de S. lycocarpum foi influenciada pela localidade de
procedéncia da planta, como também pelo método de extracdo. Estes aspectos também
influenciaram a reprodu¢do dos moluscos sobreviventes a reproducdo e a taxa de mortalidade
da geracao F1.

Palavras-chave: Extrato aquoso, Solanum lycocarpum, Biomphalaria glabrata.
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ABSTRACT

XAVIER, Vanessa Barreto. Biological activity of aqueous extracts of Solanum lycocarpum
St. Hil. (Solanaceae) coming from different phytogeographic regions on Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) (Planorbidae). 2010. 87f. Dissertation (Master in Veterinary Sciences).
Instituto de Medicina Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

There is urgent need for selective and effective molluscicidal for control of Biomphalaria
glabrata the intermediate host of Schistosoma mansoni. This study aimed to evaluate the
acute effects of aqueous extract of Solanum lycocarpum founded the Estacao Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG and Campus Seropédica of Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro on B. glabrata using different methods of extraction; identify saponin in all
extracts used; determine the chronic effects of extracts on the survivors and F1 generation by
analyzing the mortality and reproduction and also analyses the influence of extracts on the
levels of glucose, urea and uric acid. Leaves of S. lycocarpum after dried at room temperature,
perforated, heavy, maintaining a ratio of 10.0% w/v, stock solution, were submitted to the
infusion, "hot", where the plant material remained in contact with hot distilled water for 15
minutes reached a temperature of 90° C. And the method of static maceration, "cold", where
the leaves remain in contact with distilled water at room temperature for 24 hours. From the
stock solution were obtained from the other concentrations, 7.0 and 4.0%. Were used snails 9-
13 mm diameter shell. The snails’ observations submitted to the bioassays were made in 24,
48 and 72h. The survivors’ snails were observed for 60 days and the generation F1 over 90
days. This hemolymph of survivors was collected in periods of 4, 30 and 60 days. High rates
were observed with concentrations of 10.0% and 7.0% in the first 24 hours of observation in
both localities of collection, regardless of the method of extraction. However, the
concentration of 4.0% only showed a high percentage of mortality in the cold extraction, in
Trés Marias. The static maceration was equivalent to the infusion method, but influenced the
determination of the LCqy the location Trés Marias. Infusion in the LCqy was 7.0% and the
method "cold" was 4.0%. It was verified the presence of saponins in all aqueous extracts S.
lycocarpum’s leaves used. Biochemical analysis showed increased levels of glucose in some
treated groups, as well as high levels of urea in the hemolymph of survivors snails exposed to
plant extract originating from Trés Marias. There was no significant difference in the levels of
glucose, urea and uric acid of the snails survivors submitted to extract the plant collected in
the Campus Seropédica UFRRJ. There was no significant difference in the mortality’s
percentage of the survivors during 60 days observation. However, there was no statistical
difference in the mortality rate of the F1 generation. It was the influence of extracts on
reproduction: number of eggs/snail, eggs/egg masses and snail hatched/number of eggs, the
same was observed in the F1 generation, including the number of egg masses/snail. The
molluscicidal activity of aqueous extracts of S. lycocarpum was influenced by origin of the
plant, but also by the method of extraction. These aspects also affected the reproduction of
live survivors, reproduction and mortality of the F1 generation.

Key words: Aqueous extract. Solanum lycocarpum. Biomphalaria glabrata
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Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata

Detalhe do manto. A) Biomphalaria sp.; B) B. glabrata, com crista renal.
Estruturas: coragdo (co), pericardio (pe), glandula de albimen (ga), veia
pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (cl), crista renal
(cr), colar do manto (em), ureter (ur), meato do ureter (mu) e pneumostoma

(pn).

Morfologia de Biomphalaria: animal retirado da concha com o manto
levemente rebatido, para a visualizagdo dos Orgdos internos. Massa
cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (¢p), mufla (mf), tentaculo (te), colo
(c), abertura genital masculina (mec), colar ou borda do manto (cm),
pseudobranquia (ps), pneumoéstoma (pn), abertura anal (am), musculo
columelar (mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia
pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glandula de albumen (ga), intestino
anterior (ia), intestino médio (im), intestino posterior (ip), estdmago (et),
glandula digestiva (gd), pé (p), ovotestis (ot).

Morfologia interna de Biomphalaria sp. Sistema digestivo: mandibula (ma);
saco bucal (sb); dentes da radula: central (¢), marginal (m), intermediario (i)
e lateral (1); glandula salivar (gs); esofago (ef); estdmago: papo (pa), moela
(mo), piloro (pl); glandula digestiva (gd); intestino: anterior (ia), médio
(im), e posterior (ip); reto (re); crista retal (ct); anus (an). Sistema nervoso:
anel periesofagiano (sm). Sistema respiratério: pseudobranquia (ps).
Musculo columelar (mc).

Sistema reprodutor dissecado de Biomphalaria glabrata: canal coletor do
ovotestis (ec¢), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal (odp),
ovispermiduto distal (odd), ovotestis (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas
masculinas: bainha do pénis (bp), canal deferente (cd), espermiduto (ed),
musculos do complexo peniano [ retrator (mr) e protrator (mp)], prepucio
(pp); estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal (bv),
espermateca (es), glandula nidamental (gn), vagina (va) e ttero (ut).

Registro da ocorréncia de Biomphalaria glabrata no Brasil.
Distribui¢ao da esquistossomiase mansonica no Brasil.

Casal de Schistosoma mansoni, vendo-se a fémea alojada no canal
ginecéforo do macho.

Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni: A. Vermes adultos acasalados, no
interior das vénulas da parede intestinal. B. Ovos sdo eliminados com as
fezes de pessoas infectadas. C. Miracidios eclodem na agua e nadam a
procura do molusco hospedeiro (Biomphalaria spp.). D. No interior deste,
cada miracidio evolui para esporocisto primario, que produz os esporocistos

10

Vi



Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17

Figura 18.

Figura 19.
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filhos, os quais formam cercarias no seu interior. E. Cercarias saem do
molusco € nadam em busca do hospedeiro vertebrado (homem), onde irdo
evoluir até o estagio de vermes adultos.

Formas de agdo para o controle da esquistossomiase mansonica.

Reservatorios de Schistosoma mansoni. A. Holochilus brasiliensis; B.
Nectomys squamipes e C. Oxymycterus sp.

Aquario mostrando os moluscos no seu interior.

Morfologia foliar de Solanum lycocarpum. A- Aspecto geral da face ventral;
B- Aspecto geral da face dorsal; C-Espinhos preentes nas nervuras da face
ventral; D- Espinhos presentes nas nervuras da face dorsal.

Carta imagem do local de coleta de Solanum lycocarpum — Estacao
Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG.

Hébito arbustivo de Solanum lycocarpum prodecente da Estagao Ecoldgica
de Pirapitinga, Trés Marias, MG.

Visdo de satélite do local de coleta de Solanum lycocarpum — Campus
Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Hébito arbustivo de Solanum lycocarpum procedente do Campus Seropédica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Procedimento utilizado na preparacdo dos extratos aquosos “a quente” de
Solanum lycocarpum.

Procedimento utilizado no preparo do extrato aquoso “a frio” de Solanum
lycocarpum.

Preparacdo das concentracdes utilizadas no bioensaio com Solanum
lycocarpum.

Procedimento para a separacdo dos moluscos sobreviventes aos bioensaios e
da geracao F1.

Procedimento para obtencdo de hemolinfa. A. A concha era perfurada na
altura da cavidade pericardica. B. Pungdo cardiaca. C. Microtubo com
hemolinfa no banho de gelo, durante toda a coleta. D. Volume final de
hemolinfa obtido.

Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos
aquosos de Solanum lycocarpum obtidos pelo método de extracdo por
infusdo durante a realizagdo do bioensaio. SLFAqQ-TM (Solanum
lycocarpum, folha, aquoso, quente — Estacdo Ecolodgica de Pirapitinga, Trés
Marias, MG) e SLFAqQ-UFRRIJ (Solanum Iycocarpum, folha, aquoso,
quente — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
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Janeiro, Seropédica, RJ).

Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos
aquosos de Solanum lycocarpum obtidos pelo método de extragdo por
maceracao estdtica durante a realizacdo do bioensaio. SLFAqF-TM
(Solanum Ilycocarpum, folha, aquoso, frio — Estacdo Ecoldégica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG) e SLFAqF-UFRRJ (Solanum lycocarpum,
folha, aquoso, frio — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).

Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos
aquosos de Solanum lycocarpum coletada na Estacdo Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG obtidos pelos métodos de extragdo por
maceragdo estdtica e por infusdo durante a realizacdo do bioensaio.
SLFAQF-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio — Estacao Ecologica
de Pirapitinga, Trés Marias, MG) e SLFAqQQ — TM (Solanum lycocarpum,
folha, aquoso, quente — Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias,
MGQG).

Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos
aquosos de Solanum Ilycocarpum coletada no Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ obtidos pelos métodos de
extracdo por maceracao estdtica e por infusdo durante a realizacdo do
bioensaio. SLFAqQF - UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio —
Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ) e SLFAqQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso,
quente — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

Recipientes contendo Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos
da folha de Solanum lycocarpum durante a realiza¢do do bioensaio, onde se
verificou o extravasamento de hemolinfa.

Relacdao entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata
submetida ao extrato SLFAqQ — UFRRIJ (Solanum Ilycocarpum, folha,
aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ) e as concentracdes utilizadas no bioensaio.

Relagdo entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata
submetida ao extrato SLFAqQQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso,
quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG) e as
concentracdes utilizadas no bioensaio.

Relacdao entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata
submetida ao extrato SLFAqF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha,
aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ) e as concentracdes utilizadas no bioensaio.

Relagdo entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata
submetida ao extrato SLFAqQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso,
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Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

frio, Estacao Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG) e as concentracoes
utilizadas no bioensaio.

Funil de separacdo contendo amostra do extrato aquoso de Solanum
lycocarpum evidenciando a formagdao de duas fases, apos adicdo de
cloroférmio.

Formagdo de espuma, com colarinho nos extratos aquosos de Solanum
lycocarpum ap06s a realizagdo do teste para detec¢ao de saponina. A- Extrato
submetido a extragdo a frio. B- Extrato submetido a extracdo a quente.

Teste confirmatdério para saponina nos extratos aquosos de Solanum
lycocarpum, com formacao de precipitado. 1. SLFAqF-UFRRIJ (Solanum
lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ); 2. SLFAqQF-TM (Solanum
lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés
Marias, MG); 3. SLFAqQ-UFRRIJ (Solanum I[ycocarpum, folha, aquoso,
quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ) e 4. SLFAqQ-TM (Solanum Ilycocarpum, folha,
aquoso, quente, Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

Mortalidade de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com
extratos aquosos de Solanum lycocarpum ao longo de 60 dias de observagao
sob condicdes experimentais.
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sob condig¢des experimentais.

Concentragdo de uréia e acido urico na hemolinfa de Biomphalaria glabrata
exposta aos extratos aquosos de Solanum Ilycocarpum* procedente da
localidade do Campus Seropédica da UFRRJ, nos periodos de 4, 30 e 60
dias de observagao, sob condigdes experimentais.

Numero médio de moluscos mortos da geracdo F1 de Biomphalaria
glabrata obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com
extratos aquosos de Solanum lycocarpum™* ao final de 90 dias sob condi¢des
experimentais, sob condi¢cdes experimentais.

Biologia reprodutiva da geracdo F1 de Biomphalaria glabrata sobrevivente
aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum® ao final de
90 dias de observacao, sob condi¢cdes experimentais.

Numero de massas ovigeras/molusco produzidos pela geragao F1 obtida a
partir de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos
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experimentais.
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bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum*® ao final de 90
dias, sob condi¢gdes experimentais.

Numero de moluscos eclodidos/nimero de ovos da geragdo F1 de
Biomphalaria glabrata obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos
bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum* ao final de 90
dias, sob condi¢des experimentais.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomiase mansonica ¢ uma doenga produzida por trematddeos digenéticos
do género Schistosoma (Weinland, 1858). Atualmente existem seis espécies de Schistosoma,
sendo que Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) ¢ a Gnica que se apresenta no continente
americano (BRASIL, 2007).

No Brasil, a esquitossomiase mansdnica € considerada, ainda, um grave problema de
satide publica e ambiental, j& que é endémica em uma vasta extensdo do territorio e, também,
por acometer milhdes de pessoas, desencadeando nimeros expressivos de casos graves e de
obitos, anualmente (BRASIL, 2007; REY, 2008).

A ocorréncia de S. mansoni esta diretamente relacionada a presenga do hospedeiro
intermediario, moluscos aquaticos da familia Planorbidae e pertencentes ao género
Biomphalaria Preston, 1910; a presenca do homem na condi¢ao de hospedeiro definitivo,
liberando os ovos com as fezes, e também, a auséncia de saneamento bésico ou quando
presente, realizado de forma inadequada. A infeccao humana se d4 em proporgdes acentuadas,
devido a utilizagdo de coleg¢des hidricas para lazer ou atividades domésticas, em dareas
endémicas (BRASIL, 2007).

Casos de esquistossomiase mansonica em bovinos t€m sido relatados desde a década
de 60 (BARBOSA et al., 1962). Devido a seu tamanho e a sua longevidade, o bovino ¢ um
reservatorio potencial para a manutencdo e a disseminagdo do parasito. A partir, dessa
primeira descricao, novos trabalhos surgiram, envolvendo ndo s6 bovinos, mas também
animais silvestres, servindo de reservatdrios para o parasito. Em ambos os casos, existem
evidéncias de uma possivel continuidade do ciclo de S. mansoni, como a eliminagdo de ovos
vidveis do parasito, no entanto, ndo ha a infeccdo sem a presen¢a do hospedeiro humano
(MODENA et al., 2008).

Um dos principais fatores que ligam o parasito aos hospedeiros sao os habitos de vida
dos animais, que podem frequentar as cole¢des hidricas proximas do seu habitat natural
(COELHO et al., 1982; KAROUM & AMIN, 1985; MODENA, et al., 1993)

Os relatos de roedores infectados naturalmente com S. mansoni capturados em areas,
em areas endémicas, tém sido verificados com as espécies Holochilus brasiliensis (Desmarest,
1819) e Nectomys squamipes (Brants, 1827) (ANTUNES, et al.,1973; MILLWARD de
ANDRADE, et al., 1976).

Verifica-se assim, a importancia do controle da esquistossomiase mansonica, ja que
estes animais podem servir de reservatorio, para o helminto.

Sendo assim, o mecanismo de transmissdo da esquistossomiase mansonica ¢
extremamente complexo, dependendo ndo s6 dos elementos relacionados de forma direta com
o ciclo, mas também, a fatores condicionantes inerentes a cada localidade. Assim, para que
haja sucesso na vigilancia e no controle da esquistossomiase mansonica, as medidas
preventivas, devem ser aplicadas de maneira integrada, desde o diagndstico precoce € o
tratamento dos portadores de S. mansoni, passando pela pesquisa, pelo controle dos
hospedeiros intermedidrios, até as acdes educativas em saiude para as populagdes sob risco e,
finalmente as acdes de saneamento, para modificagcdo dos fatores ambientais favoraveis a
transmissao ¢ a manutengao da doenga (BRASIL, 2007).

As medidas preventivas, acima relacionadas, particularmente aquelas voltadas para o
hospedeiro intermedidrio, que sdo objeto deste trabalho, afetam diretamente o ambiente.

Considerando que, em geral, as substancias ou formulagdes utilizadas sdo biocidas,
afetando também muitos animais e plantas (ou ambos) onde moluscos habitam, ha
necessidade urgente de encontrar moluscicidas seletivos e eficientes para o controle dos
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moluscos. Neste sentido, tem-se procurado por substancias naturais com atividade
moluscicida na expectativa de que plantas disponiveis no local possam ser usadas para o
controle da doenca em areas endémicas (KLOOS & MCCOLLOUGN, 1982; MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985; MARSTON & HOSTETTMAN, 1991).

Em decorréncia da ampla distribuicdo geografica e alta susceptibilidade da
Biomphalaria glabrata (Say, 1818), ao parasito, este molusco se constitui um excelente alvo
para o controle da parasitose através da aplicagao de moluscicidas, dentre os quais se destaca,
atualmente, os de origem vegetal (SOUZA et al., 1995 a,b).

O presente trabalho tem por objetivos: avaliar a atividade moluscicida do extrato
aquoso de Solanum lycocarpum; procedéncias: Estacao Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias,
MG e do Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ sobre B. glabrata através de métodos diferenciados de extragdo; verificar a presenca de
saponina em todos os extratos utilizados nos bioensaios; determinar a CLgy dos extratos
aquosos de S. lycocarpum procedentes das duas localidades em estudo; avaliar a influéncia de
diferentes métodos de extragao sobre a CLgy dos extratos de S. lycocarpum oriundo das
localidades em estudo; analisar os efeitos cronicos dos extratos sobre os moluscos
sobreviventes aos bioensaios, € assim como da geracdo F1, analisando os parametros de
mortalidade e reproducao e verificar a influéncia dos extratos sobre os niveis de glicose, uréia
e acido urico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacao Taxonomica, Biologia e Morfologia do género Biomphalaria

Taxonomicamente, o género Biomphalaria pertence ao filo Mollusca, classe
Gastropoda, sub-classe Pulmonata, ordem Basommatophora e familia Planorbidae (BRASIL,
2007). No Brasil existem 10 espécies e uma subespécie de Biomphalaria, descritas até o
momento, sao elas: B. intermedia (Paraense & Deslandes, 1962), B. occidentalis Paraense,
1981, B. schrammi (Crosse, 1864), B. oligoza Paraense, 1975, B. kuhniana (Clessin, 1883), B.
peregrina (Orbigny, 1835), B. amazonica Paraense, 1996, B. glabrata (Say, 1818), B.
tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea (Dunker, 1848) e B. tenagophila guaibensis
Paraense, 1984 (BARBOSA, 1995).

No Brasil, apenas B. glabrata, B. tenagophila ¢ B. straminea foram encontradas
naturalmente infectadas, porém B. peregrina e B. amazonica mostraram-se suscetiveis ao S.
mansoni em infecgdes experimentais, podendo ser consideradas hospedeiras em potencial do
trematodeo no Brasil (CORREA & PARAENSE, 1971; PARAENSE, 1973; PARAENSE &
CORREA, 1985; BARBOSA, 1995).

O género Biomphalaria possui concha planispiral, apresentando varia¢do de didmetro,
no animal adulto e de acordo com a espécie, em cerca de 7 mm (B. schrammi) ¢ 40 mm (B.
glabrata) conforme ilustrado na Figura 1 (PARAENSE 1972, 1975).
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Figura 1. Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata. Fonte: Paraense (1975).

No manto podem ser observados: coragao, contido no pericardio e constituido por uma
auricula e um ventriculo; parte da glandula de albimen, veias pulmonar e renal; ureter e seu
meato; o rim; o pneumostoma; e a crista lateral. A observagdo do manto ¢ extremamente
importante para a identificagdo especifica, uma vez que o principal carater diagnostico de B.
glabrata, a crista renal, encontra-se no manto (Figura 2) (PARAENSE, 1972).



Figura 2. Detalhe do manto. A) Biomphalaria sp.; B) B. glabrata, com crista renal.
Estruturas: coracao (co), pericardio (pe), glandula de albumen (ga), veia pulmonar (vp), veia
renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (cl), crista renal (cr), colar do manto (em), ureter (ur),
meato do ureter (mu) e pneumostoma (pn). Fonte: Paraense (1975).

Na respira¢ao, a hematose dos moluscos pulmonados planorbideos apresenta-se na
rede vasculo-conjuntiva da parede pulmonar, de onde o sangue oxigenado flui para o coracao
através da veia pulmonar. Além da cavidade pulmonar, existe a pseudobranquia, 6rgao
ricamente vascularizado, considerado a sede principal da respiragdo aquatica. Esta por sua
vez, pode se efetuar, acessoriamente, através dos tegumentos em contato direto com o
ambiente liquido (Figura 3) (PARAENSE, 1972).



Figura 3. Morfologia de Biomphalaria: animal retirado da concha com o manto levemente
rebatido, para a visualizacao dos 6rgdos internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar
(cp), mufla (mf), tentaculo (te), colo (¢), abertura genital masculina (mc), colar ou borda do
manto (em), pseudobranquia (ps), pneumoéstoma (pn), abertura anal (an), musculo columelar
(mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia pulmonar (vp), tubo renal (tr),
reto (rt), glandula de albamen (ga), intestino anterior (ia), intestino médio (im), intestino
posterior (ip), estomago (et), glandula digestiva (gd), pé (p), ovotestis (ot). Fonte:
Modificado de Paraense (1975).

Na circulagdo o sangue ¢ bombeado pelo coragdo, contido no pericardio, consta de
uma auricula, que recebe o sangue da veia pulmonar e de um ventriculo, que o impele através
da aorta. Esta se divide em troncos arteriais, cujas ramificacdes levam o sangue para as
visceras, a cabeca e o pé. Ao retornar, o sangue acumula-se em trés grandes espagos, 0s seios
cefalopodal, visceral e sub-renal, de onde ¢ forcado através da parede pulmonar para ser
reoxigenado e encaminhado as veias renal e pulmonar, e desta ultima ao coragdo
(PARAENSE, 1972).

No sistema excretor o rim € o principal 6rgdo de excrecao, que ¢ constituido por uma
porcao sacular justaposta a esquerda do pericardio e que se continua na dire¢ao cefalica pelo
tubo renal situado entre as veias renal e pulmonar. A extremidade distal do tubo denomina-se
ureter. As cavidades do pericardio e do saco renal se comunicam pelo canal renopericardico.
Através desse canal o soro transudado pelas paredes do coragcdo chega a cavidade do saco
renal, a fim de ser filtrado. Depois da reabsor¢do das substancias necessarias pelo epitélio do
tubo renal, a urina ¢ eliminada pelo ureter (PARAENSE, 1972).

O sistema digestivo compreende a massa bucal com as glandulas salivares, o es6fago,
o estdmago com a glandula digestiva e o intestino. A massa bucal ¢ toda revestida pelo saco
bucal, onde se encontra no interior a radula. A radula ¢ exclusiva dos moluscos e esta presente
em todos os taxons exceto os bivalves, nos quais ela foi secundariamente perdida,
presumivelmente por ndo apresentar fungdo nesses animais, que se alimentam de materiais
filtrados nas branquias. A rddula foi adaptada para o uso numa variedade de habitos
alimentares e sua morfologia varia em conformidade com esses habitos, sendo assim, sua
constituicdo oferece padrdes de organizacao utilizados na sistemadtica nos diferentes niveis
taxondmicos (BARBOSA, 1995; RUPPERT et al., 2005) A radula consiste em uma fita
quitinosa, a superficie dorsal apresenta numerosas fileiras transversais de dentes
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microscopicos. A radula se desloca pela agdo alternada dos musculos protradores e retratores.
Esses movimentos fazem com que a raddula atue como um 6rgdo raspador contra o substrato,
retirando assim, o material alimentar. J4 a glandula digestiva ¢ o 6rgdo preferencialmente

colonizado pelas formas evolutivas dos esquistossomos e de outros trematddeos (Figura 4)
(PARAENSE, 1972).

Figura 4. Morfologia interna de Biomphalaria sp. Sistema digestivo: mandibula (ma); saco
bucal (sb); dentes da radula: central (c¢), marginal (m), intermediario (i) e lateral (1); glandula
salivar (gs); esofago (ef); estobmago: papo (pa), moela (mo), piloro (pl); glandula digestiva
(gd); intestino: anterior (ia), médio (im), e posterior (ip); reto (re); crista retal (ct); anus (an).
Sistema nervoso: anel periesofagiano (sm). Sistema respiratorio: pseudobranquia (ps).
Musculo columelar (mc). Fonte: Paraense (1975).

O sistema nervoso central ¢ constituido, como na maioria dos pulmonados, por onze
ganglios, sendo cinco em pares (bucais, cerebrais, pleurais, pedais e parietais) e um isolado
(visceral). Cada ganglio (com excec¢do dos pleurais) envia nervos para determinadas partes do
corpo: os ganglios bucais para a massa bucal, as glandulas salivares e o es6fago; os cerebrais
para os olhos, tenticulos, labios e estatocistos; os parietais para as partes do corpo e da
cavidade pulmonar, e para o pneumdstoma e osfradio; os viscerais para os 0rgaos genitais,
digestivos e parte anterior do manto; e os pedais para a parede do corpo na regido cefalopodal,
o p¢ e o musculo columelar (PARAENSE, 1972).

No sistema genital os planorbideos, assim como os pulmonados sdo hermafroditas.
Quando criados em isolamento, os planorbideos sdo capazes de se reproduzir por
autofecundagdo através de muitas fecundagdes. Entretanto, as populagdes naturais dao
preferéncia a fecundacao cruzada (Figura 5) (PARAENSE, 1972).



Figura 5. Sistema reprodutor dissecado de Biomphalaria glabrata: canal coletor do ovotestis
(cc), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal (odp), ovispermiduto distal (odd),
ovotestis (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas: bainha do pénis (bp), canal
deferente (cd), espermiduto (ed), musculos do complexo peniano [ retrator (mr) e protrator
(mp)], prepucio (pp); estruturas femininas: bolsa do oviduto (be), bolsa vaginal (bv),
espermateca (es), glandula nidamental (gn), vagina (va) e tutero (ut). Fonte: Modificado de
Paraense (1975).

2.2 Distribuicao geografica de Biomphalaria glabrata no Brasil

Esta espécie ¢ considerada a principal hospedeira do S. mansoni, por apresentar ampla
distribuicao geografica, ocorrendo em quase em todo territério nacional. Além disso, sua
distribuicdo esta quase sempre associada a distribuicdo da esquistossomiase mansonica. A
distribuicao geografica apresenta-se da seguinte forma: Alagoas, Bahia, Distrito Federal,
Espirito Santo, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Par4, Paraiba, Paran4, Pernambuco, Piaui,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Sergipe como pode ser
observado na Figura 6 (BARBOSA, 1995; BRASIL, 2007).
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Figura 6. Registro da ocorréncia de Biomphalaria glabrata no Brasil. Fonte: Carvalho &
Caldeira (2004) apud (BRASIL, 2007).

2.3 Distribuicao geografica da esquistossomiase mansonica no Brasil

Geograficamente, a esquistossomiase mansonica continua expandindo-se em funcao
de zonas agricolas e de areas de irrigagdo, sem a melhoria das condi¢cdes de vida dos
trabalhadores rurais (REY, 2008).

As areas endémicas estdo compreendidas no norte do Maranhdo e uma faixa que
abrange as regides orientais do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco (Zonas do Litoral
e Mata, do Agreste e do Brejo), grande parte dos Estados de Alagoas e Sergipe, bem como da
Bahia e de Minas Gerais, e a Zona Serrana do Espirito Santo (REY, 2008).

De acordo com Rey (2008) as mais altas prevaléncias concentram-se, atualmente, em
municipios dos Estados de Pernambuco, Alagoas e Sergipe. Focos isolados da doenca ja
foram assinalados nos estados citados, fora das areas de maior prevaléncia, bem como em
outros estados, tais como: Para, Maranhdo, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Brasilia, Parana,
Santa Catarina, e recentemente casos autoctones no Rio Grande do Sul (Figura 7).

Em vista da mobilidade das populacdes das zonas endémicas, a presenca de pacientes
portadores desta parasitose ¢ observada em quase todos os estados brasileiros, independente
da existéncia de focos de transmissdo. As migragdes internas de portadores da
esquistossomiase mansdnica contribuem para a dispersdo da doenca e instalacdo de focos da
parasitose, dependentes da existéncia de hospedeiros intermediarios (REY, 2008).
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Figura 7. Distribuicdo da esquistossomiase mansdnica no Brasil. Fonte: Brasil (2002).

2.4 Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

Espécimes adultos de S. mansoni podem medir um pouco mais de 1 cm de
comprimento (PRATA, 1987). O macho ¢ mais robusto, possuindo um canal ginec6foro onde
a fémea fica alojada. Apresenta na extremidade anterior uma ventosa oral, ¢ a pequena
distancia desta uma segunda ventosa, o acetdbulo. A fémea ¢ delgada e maior que o macho,
suas ventosas sao pequenas, € muito proximas (Figura 8) (REY, 2008).



Figura 8. Casal de Schistosoma mansoni, vendo-se a fémea alojada no canal ginecoforo do macho. Fonte: (Jomal de
Uberaba -httpz/swww jomaldeuberaba.com.br””MENU=CademoB&SUBMENU=Saude&CODIGO=223).

O ciclo de vida envolve as seguintes fases de desenvolvimento: miracidio, esporocisto
mae ou primario, esporocisto filho ou secunddrio, cercérias, esquistossdomulo e verme adulto

(Figura 9).

Figura 9. Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni: A. Vermes adultos acasalados, no interior
das vénulas da parede intestinal. B. Ovos sao eliminados com as fezes de pessoas infectadas.
C. Miracidios eclodem na dgua e nadam a procura do molusco hospedeiro (Biomphalaria
spp.). D. No interior deste, cada miracidio evolui para esporocisto primario, que produz os
esporocistos filhos, os quais formam cercdrias no seu interior. E. Cercarias saem do molusco e
nadam em busca do hospedeiro vertebrado (homem), onde irdo evoluir até o estagio de
vermes adultos. Fonte: Adaptado de REY, 2008.
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Os ovos de S. mansoni sdo eliminados com as fezes do homem ou de outros
mamiferos, e chegam até uma colecdo de dgua doce, onde devido as variagdes de temperatura,
luminosidade, oxigenacao, pH e osmolaridade os miracidios eclodem e nadam ativamente
durante algum tempo até encontrarem moluscos do género Biomphalaria (REY, 2008).

ApoOs o contato inicial, o miracidio perde seu envoltorio ciliado e penetra na parte
mole externa do molusco, transformando-se em esporocisto primdrio, que por poliembrionia,
geram esporocistos secundarios € depois larvas infectantes para os hospedeiros vertebrados:
as cercarias (REY, 2008).

As cercarias que abandonam o hospedeiro invertebrado nadam quase sempre em
direcdo a superficie. Ao entrar em contato com a pele do hospedeiro vertebrado, perdem a
cauda e penetram ativamente. ApOs a penetracdo, as cercarias que conseguem sobreviver a
acdo do sistema imunoldgico, transformam-se em esquistossomulos e iniciam a migragdo
através do sistema sanguineo. Esses esquistossomulos chegam ao coragdo direito e aos
pulmdes, local onde podem ser retidos ou destruidos, de onde vao para o coragdo esquerdo e
sao enviados pela circulacdo geral a todas as partes do corpo, chegando ao figado, por
mecanismos, ainda, ndo totalmente conhecidos (REY, 2008).

No sistema porta-hepatico, os esquistossomulos alimentam-se de sangue,
desenvolvem-se e alcancam a maturidade (28 a 48 dias apds a penetracdo). Nas veias
mesentéricas inferiores se acasalam, iniciando a oviposi¢ao (REY, 2008).

Cada fémea pode liberar até trezentos ovos por dia. Parte desses ovos cai na luz
intestinal e 25 a 35% saem nas fezes. Os ovos que ndo conseguem alcangar a luz intestinal
ficam retidos nos tecidos do figado e paredes do intestino, dando origem a microgranulomas,
que posteriormente poderdo obstruir, total ou parcialmente, a passagem de sangue; e outra
porcao ¢ distribuida para diferentes 6rgaos através da corrente sanguinea (REY, 2008).

Os vermes adultos podem viver de 20 a 25 anos no organismo humano nao tratado. O
ciclo tem duas fases: assexuada no molusco e sexuada no hospedeiro definitivo (BRASIL,
1998; REY, 2008).

Através do estudo do ciclo de vida deste trematodeo digenético, evidencia-se que a
manuten¢do do ciclo em uma regido depende basicamente de trés fatores: presenca de pessoas
infectadas eliminando ovos, existéncia do hospedeiro intermediario e contato de pessoas com
aguas naturais, infestadas por cercarias. Desta forma, o combate a doenga pode se realizar por
meio do tratamento de individuos infectados; profilaxia da doenga que pode ser realizada
mediante destrui¢do das cercarias e controle do molusco, hospedeiro intermediario,
saneamento do meio com recursos basicos, como por exemplo, abastecimento de dgua tratada,
instalagdes sanitarias, tratamento dos esgotos sanitarios e também a educacdo sanitaria a ser
exercida por todos os membros da equipe de saude (Figura 10) (PRATA, 1987; REY, 2008).
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Figura 10. Formas de acdo para o controle da esquistossomiase mansdnica. (Fonte: Adaptado
de Dominio Publico - http://www.dominiopublico.gov.br/download/imagem/ea000157.jpg)
Fundacao Oswaldo Cruz, Desenhos de autoria de Rodolfo Cunha.

2.5 A importancia da esquistossomiase mansonica na Medicina Veterinaria

A esquistossomiase mansonica ¢ uma zoonose, onde o homem ¢ considerado o
principal vertebrado para a manutencdo do ciclo do S. mansoni, atuando como hospedeiro
definitivo (NELSON, 1960).

Algumas zoonoses sao classificadas como anfixenoses, isto €, tanto os animais como
os humanos funcionam como hospedeiros do agente, com a fun¢do de manter a doenga em
regides endémicas (NELSON, 1960).

No continente africano, as espécies do género Schistosoma, que parasitam o homem,
também circulam entre outras ordens de mamiferos: Artiodactyla, Perissodactyla, Primata,
Insectivora e Rodentia (NELSON, 1960; PITCHFORD, 1977).

No Brasil, somente a espécie S. mansoni foi registrada em marsupiais (MARTINS et
al., 1955), gados bovinos (BARBOSA et al., 1962) e roedores (AMORIM, 1953; BARBOSA
et al.,, 1953; PIVA & BARROS, 1966; BARBOSA, 1972; DIAS et al., 1978), além do
homem.

O primeiro registro de animais naturalmente infectados pelo S. mansoni, no Brasil,
ocorreu no inicio da década de 50, onde o autor alertava que mamiferos poderiam ser
reservatorios para a manutencao da helmintose, além da provavel manutencao do ciclo,
juntamente com o0 homem (AMORIM, 1953).

Os roedores mais frequentemente capturados com infec¢do natural por S. mansoni, em
areas de alta e média endemicidade, sdo as seguintes espécies: H. brasiliensis, N. squamipes €
com menor frequéncia em Oxymycterus Waterhouse, 1837 (Figura 11).
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As duas primeiras espécies apresentam habitos semi-aquaticos e frequentam
regularmente as cole¢des hidricas proximas do seu habitat natural (KAWAZOE & PINTO,
1983).

Holochilus brasiliensis apresenta um grande niimero de vermes adultos nos orgaos
internos, bem como a eliminag¢ao de ovos viaveis através das fezes. Dessa forma, contribui
para a manutencdo do ciclo de S. mansoni em éareas endémicas (KAWAZOE & PINTO,
1983).

Figura 11. Reservatorios de Schistosoma mansoni. A. Holochilus brasiliensis;, B. Nectomys
squamipes e C. Oxymycterus sp. Fontes: Blogspot -
http://4.bp.blogspot.com/ WrdztKHDxmQ/SJE6tkICIVAAAA AAAABzw/mp1zOfj 7Thhw/s400/rato+de+j
unco.jpg;http://3.bp.blogspot.com/ WrdzZtKHDxmQ/SJIE642S6MI/AAAAAAAABz4/DaDCHaFSDDE/s4
00/rato+daguajpg; e Animal Picture http://www.animalpicturesarchive.com/Weblmg/073/1208856833-
tjpg, respectivamente.

A liberacdo de cercarias, pelos moluscos infectados pelo S. mansoni ¢ baseada em
aspectos cronobioldgicos. Sendo assim, hd um sincronismo entre as atividades realizadas
pelos hospedeiros definitivos com a liberag@o cercariana. Para a infec¢do humana, as cercarias
apresentam uma liberacao precoce e intermediaria, porém, quando a infeccdo ¢ em roedores, a
liberagdo ¢ tardia ou crepuscular (THERON, 1984; THERON & POINTER, 1995).

Isso ocorre, pois com o passar do tempo, sua atividade natatoria tende a diminuir, pois
as reservas energéticas vao se esgotando, tornando-as menos ativas, levando a sedimentacao,
além de diminuir sua capacidade de penetrar nos hospedeiros definitivos (REY, 2008).

No Brasil, alguns focos de esquistossomiase sao mantidos por seres humanos, animais
ou por ambos. A persisténcia do foco, juntamente com o potencial de exposi¢cdo ao parasito
demonstram a necessidade de que novas estratégias de controle devam ser consideradas
(MODENA et al., 2008).

A primeira descricdo de bovinos naturalmente infectados com S. mansoni foi feita por
Barbosa et al. (1962), que encontraram quatro helmintos no mesentério. Em seguida, Piva &
Barros (1966) observaram ovos de S. mansoni no figado de trés bovinos adultos. A
prevaléncia de 3,0% foi detectada em uma fiscalizacdo epidemioldgica realizada por Coelho
et al. (1982), no Estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil.

Coelho et al. (1982) também verificaram uma surpreendente susceptibilidade de
bezerros experimentalmente infectados com cercéarias de S. mansoni. Contudo, em certas
condigdes, a espécie bovina poderia atuar permanentemente em um foco endémico, pois em
uma das fazendas estudadas, quatro dos oito bezerros analisados eliminaram ovos viaveis nas
fezes.

Karoum & Amin (1985) avaliaram a infecg¢do natural em bovinos, caprinos, ovinos e
caninos em uma area endémica no Suddo. De um total de 98 bovinos examinados através de
inspecao visceral, apenas dois bezerros apresentavam helmintos no mesentério, incluindo
fémeas adultas de S. mansoni com ovos.
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Modena et al. (1991) realizaram raspado de mucosa retal em 894 bezerros de areas
endémicas de Minas Gerais, e verificaram ovos viaveis em nove animais. Todos 0s animais
positivos pertenciam as pequenas propriedades que faziam parte de uma economia de
subsisténcia.

De acordo com Modena et al. (1991) as condi¢des bioecologicas para a transmissao da
esquistossomiase mansonica foram encontradas em todas as propriedades analisadas.
Realizou-se um levantamento malacologico da area, onde foram encontrados espécimes de B.
glabrata positivos para cercarias de S. mansoni. A amostragem feita na populacdo humana
apresentou resultado positivo para ovos de S. mansoni nas fezes.

Nos estudos de Coelho et al. (1982) e Karoum & Amin (1985), a conclusdo de que
apenas os animais jovens foram infectados pode ser devido as condigdes apresentadas na
economia de subsisténcia, onde ha ¢ uma estreita e frequente utilizacdo da agua partilhada
pela populagcdo humana com animais.

Uma andlise da infec¢do natural em hospedeiros ndo-humanos mostra que o padrao de
infeccdo do roedor difere fundamentalmente dos bovinos. Devido ao tamanho dos bovinos,
apenas um individuo ¢ capaz de eliminar uma quantidade de fezes superior a cem roedores,
diariamente, assim, no ambiente a contaminacdo ¢ significativa. Além disso, o gado pode
disseminar o parasito durante a reproduc¢ao e circulacao diaria (Modena et al., 1993).

Outros animais domésticos foram anteriormente avaliados como hospedeiros
definitivos, através de modelos experimentais de infecgao.

Coelho et al. (1989) utilizaram infec¢do experimental de Bubalus bubalis (Linnaeus,
1758) e concluiram que bufalo ¢ refratario a infec¢do por S. mansoni.

Ocampo et al. (1981) demostraram que suinos, Sus scrofa (Linnaeus, 1758), eram
naturalmente resistentes a infec¢cdo experimental.

A transmissdo de S. mansoni em condi¢des experimentais utilizando um bovino e B.
glabrata, foi realizado por Modena et al. (1993). Este estudo produziu evidéncias de que a
espécie bovina pode agir como um potencial hospedeiro na manutengdo e disseminagdo do
parasito, independentemente da populagdo humana.

Da mesma forma, utilizando roedores silvestres infectados com S. mansoni e B.
glabrata em condigdes naturais, também foi possivel completar o ciclo de vida do parasito
utilizando N. squamipes e H. brasiliensis (ANTUNES et al., 1973; CARVALHO et al., 1976).
No entanto, os roedores silvestres, em fun¢ao do tamanho reduzido, territério limitado e baixa
expectativa de vida (no méximo de 2 anos) apresentam limitagdes como um reservatorio para
a eficiente manutencao da doenga em areas endémicas. Além disso, em todas as areas onde se
encontrou os roedores silvestres, infectados por S. mansoni era possivel identificar uma fonte
de poluicao fecal humana.

Considerando a expansdo agricola em novas areas no Brasil, existe uma necessidade
urgente de fazer estudos detalhados sobre o papel da populagdao bovina na manutengdo da
doenga.

Especula-se que as novas formas de organizagdo do espaco agrario, como o transito
intenso € com maior confinamento, possa introduzir o gado como um fator importante na
transmissao da esquistossomiase mansdnica em areas endémicas. Esta forma de organizagao
agraria pode criar depois de certo tempo, condi¢des para o surgimento de novos hospedeiros
definitivos (MODENA et al., 2008).

O surgimento de novos hospedeiros definitivos da esquistossomiase mansonica esta
baseado no processo de co-evolugdo parasito-hospedeiro, que requer mudancas de
infectividade do parasito e da susceptibilidade do hospedeiro (KOSKELLA & LIVELY,
2007). No entanto, Poulin (2007), um questionador das leis da ecologia do parasitismo, afirma
que essas leis sdo verdadeiras apenas em circunstancias especiais, sendo reflexdes tedricas e
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empiricas, o que anteriormente, foi distinguido por Keeling et al. (2000), Kristt et al. (2000),
Mahmoud (2004), Osnas & Lively (2004), Ovaskainen & Cornell (2006).

Em conclusao, considerando o grau de expansdo da esquistossomiase mansonica em
areas rurais, hd uma urgente necessidade de aumentar os estudos do papel dos bovinos no
modelo epidemiologico desta doenga (MODENA et al., 2008).

2.6 Estratégias de controle da esquistossomiase mansonica

Até a década de 70, a principal medida de combate da esquistossomiase mansoOnica era
a reducdo das populagdes de moluscos hospedeiros intermediarios. Na década de 80, o
principal objetivo, passou a ser o controle da morbidade, através dos tratamentos
quimioterapicos, como as drogas quimioterapicas mais eficazes e baratas (Tabela 1).
Atualmente, o objetivo ¢ conjugar o controle quimioterapico com medidas preventivas de
saneamento basico e educacdo em saude (BRASIL, 2007).

O controle de moluscos ¢ recomendado, somente quando h4 um surto de casos agudos
ou quando altas prevaléncias persistem mesmo com o tratamento da populagdo (BRASIL,
2007).

Tabela 1. Evolucgdo das estratégias de controle da esquistossomiase mansonica desde os anos
50. Os sombreados escuros e claros representam, respectivamente, alta e baixa prioridade.
(BRASIL, 2007).

Estratégias de controle da Décadas
esquistossomose 80 90 00
Transmissao

Objetivo

Morbidade

Quimico
Controle de
moluscos Biologico
Fisico
Controle quimioterapico _
Outras Educacao
medidas de
controle Saneamento

2.6.1. Métodos de controle

Os métodos para o controle de molusos podem ser classificados em trés modalidades:
biologicos, fisicos e quimicos. O biologico envolve a introducao de organismos antagonistas,
com acdo predadora, competidora, parasitaria ou patogénica sobre os moluscos hospedeiros.
O fisico consiste em impedir o desenvolvimento e a manutencao das populagdes de moluscos,
como alteragdes nos criadouros, com a retirada da vegetacdo, remocao de detritos, drenagem e
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aterro, etc. O quimico consiste na aplicagdo de produtos toxicos (moluscicidas) nos
criadouros, visando reduzir dréstica e rapidamente as popula¢des dos moluscos (BRASIL,
2007; FAVRE et al., 2007).

2.6.1.1 Métodos bioldgicos

Este método de controle tem sido realizado desde a década de 50, principalmente em
carater experimental. Espécies de animais tém sido utilizadas como “competidoras” das
populacdes de moluscos, como por exemplo, Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774), espécie
exotica, que demonstrou em algumas localidades efetiva redugdo e/ou eliminagdo das
populagdes de Biomphalaria (ABILIO, 1997, 2002; BRASIL, 2007). No entanto, esta espécie
apresenta capacidade de se espalhar com rapidez e colonizar novos habitats, constituindo,
provavelmente, uma ameaga a fauna nativa (THIENGO et al., 2007).

Este método apresenta algumas desvantagens: o perigo da introdug¢do de espécies
exodticas, que podem reduzir e/ou eliminar a biodiversidade nativa, algumas espécies que
atuam como hospedeiros intermediarios de outras espécies de trematddeos e de nematoides
(BRASIL, 2007); a presenca de vegetacdo aquatica favorecendo a populagdo de moluscos,
inclusive de planorbideos e redugdo da agdo competidora com outros gastropodes (THOMAS,
1995).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satide, nenhuma espécie, at¢ o momento,
apresentou eficadcia comprovada no controle de moluscos e que tenha sido utilizada em
campanhas de controle. No entanto, deve-se incentivar a busca por elementos naturais que
possam promover o controle bioldgico, desde que seja sem agressdes drasticas ao ambiente e
também ser promovido por pesquisadores especializados, uma vez que a introducao de
espécies exoticas pode ser nociva ao equilibrio ambiental (OMS, 1994).

2.6.1.2 Métodos fisicos

O saneamento hidrico e o manejo ambiental para o controle dos moluscos sdo
considerados métodos de controle fisico. Apresentam como objetivo, a eliminacao de
criadouros pelo aterramento de cole¢des hidricas, sempre que a medida for recomendada. A
drenagem e a retificagdo de leitos, o revestimento e a canalizagdo dos cursos d’agua também,
podem ser uteis (BRASIL, 2007).

Os métodos fisicos representavam a Unica alternativa de controle na década de 50,
quando ndo se dispunha de drogas eficazes e seguras no tratamento da populagdo parasitada e
quando os moluscicidas eram pouco seletivos e apresentavam agao limitada (BRASIL, 2007).

Este tipo de método apresenta algumas desvantagens: promover alteragdes drésticas no
ambiente; englobar projetos de infra-estrutura de alto custo financeiro; pode produzir e/ou
acelerar o processo de eutrofizacdo, através da dragagem do sedimento (BRASIL, 2007).

2.6.1.3 Métodos quimicos

Os moluscicidas sdo substancias empregadas para matar os moluscos. Para que um
produto seja usado como moluscicida, este precisa reunir propriedades indispensaveis, como:
ser eficaz contra os moluscos, mesmo em baixas concentragdes; ser de baixo custo; nao ser
toxico ao homem, aos animais ou as plantas; ndo produzir ter efeitos acumulativos nos tecidos
do homem e dos animais aquaticos e ser de facil manipulacao (BRASIL, 2007).
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Deve-se criar um plano para a aplicacdo do moluscicida, ou seja, apods a realizagao do
inquérito malacoldgico e selecionados os criadouros que devem ser tratados (BRASIL, 2007).

Duncan (1974) em sua revisdao bibliografica menciona em meados da década de 10,
alguns autores que realizaram os primeiros experimentos utilizando compostos quimicos com
fins moluscicida, dentre os quais se destacam o sulfato de cobre, 6xido de calcio, cal clorada,
fosfato de calcio e sulfato de amonio.

O modo de acdo de alguns desses compostos quimicos, tais como: sulfato de cobre,
pentaclorofenato de s6dio, organoestanicos e niclosamida foram destacados por Duncan
(1987) em sua revisao.

A utilizacdo de sulfato de cobre em altas doses demonstrou a retracdo total da massa
cefalopodal do molusco para o interior da concha denotando envenenamento (NOLAN et
al.,1953). J4 a administracdo deste mesmo composto em doses mais baixas revelou a
sindrome do “distress” que apresenta extensao da massa cefalopodal, os tentdculos tornam-se
inchados na base e redu¢ao dos batimentos cardiacos (HARRY et al.,1957).

Autores como Cheng & Sullivan (1973a, 1974) estudaram o efeito de 26 complexos de
cobre, sobre a frequéncia cardiaca e a taxa de respiracdo de B. glabrata demonstrando a
redug¢do das mesmas, sendo, portanto, uma técnica que poderia ser utilizada em bioensaios
moluscicidas.

Ja o pentaclorofenato de so6dio quando presente em baixas concentragdes ¢ um
desacoplador da fosforilagdo oxidativa nos tecidos do molusco, mas a inibicdo da via
glicolitica pode ocorrer em concentragdes mais elevadas (WEINBACH, 1954; WEINBACH
& NOLAN, 1956).

Os compostos organoestanicos tais como - Tributilestanho (TBT) ou Trifenilestanho
(TPhT) apresentam como efeitos do uso a¢do biocida e atuam sobre fungos, bactérias,
helmintos, insetos, moluscos e organismos marinhos originando mutagdes e condenando
espécies a extincdo (KERK, 1954, 1962). E também, apresenta efeitos acumulativos e
degenerativos nos mamiferos (DUNCAN, 1987).

A niclosamida ¢ o unico produto que permanece disponivel comercialmente,
conhecida como Bayluscide e ¢ aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (CAS n.° 50-65-7) para uso em programas de controle (BRASIL, 2007).

Embora a niclosamida seja o mais potente moluscicida utilizado no mundo, a sua a¢do
biocida, seu alto custo tornam necessario o investimento em novas pesquisas, em busca de
alternativas mais bem sucedidas de controle malacologico (BRASIL, 2007).

Existe uma tendéncia de se pesquisar plantas na busca de substincias ativas para o
desenvolvimento de produtos alternativos, j& que ha uma necessidade de se encontrar
moluscicidas mais eficientes e ecologicamente aceitaveis (BRASIL, 2007).

A primeira tentativa de controle da esquistossomiase mansOnica pelo uso de
moluscicidas de origem vegetal foi realizada em 1930 quando Archibald (1933) e Wagner
(1936) plantaram a palma do deserto Balanites aegyptiaca (Abdel-Rahim, 1986) e B.
maughamii (Aitzetmuller, 1995), ao longo do curso das aguas do Suddo e sudeste da Africa,
respectivamente. Testes no campo e em laboratdrio realizados por esses cientistas indicaram
que o fruto dessas plantas derrubado na agua inibia o aumento da densidade populacional dos
moluscos (KLOOS & MCCULLOGH, 1982).

Desde entdo, mais de 1100 espécies de plantas foram testadas e muitas apresentaram
atividade moluscicida. Planta de varias familias com diferentes classes de compostos vém
sendo testadas e os resultados sdao bastante promissores (MARSTON & HOSTETTMANN,
1991; SPARG et al., 2000).

No Brasil, os primeiros estudos utilizando plantas demonstraram atividade
moluscicida dos extratos aquosos do caule do género Serjania Schumach. conhecida
popularmente como cipo-timbo, e também dos frutos de Sapindus saponaria L. conhecida

17



como saboneteira, sendo ambas as espécies da familia Sapindaceae, em B. glabrata, sendo
estes resultados atribuidos as saponinas presentes nestas espécies vegetais (PINTO &
ALMEIDA, 1944).

Em seguida, destacam-se os trabalhos de Amorin & Pessoa (1962), que revelaram
satisfatorios efeitos moluscicidas em Paullinia pinnata L. e Stenolobium velutinum Benth.,
plantas da flora alagoana. Barbosa & Mello (1969) estudaram Magonia pubescens St. Hill.
planta do nordeste brasileiro. Ja Sousa et al. (1970), Sousa & Rouquayrol (1974), Silva et al.
(1971), revelaram que Pithecelobium multiflorum Benth. apresentava atividade moluscicida
dentre as espécies vegetais testadas.

No trabalho de Mendes et al. (1984) foram estudadas em laboratorio 23 espécies de
plantas brasileiras, através de extratos etanodlico e hexanico. Dentre as espécies vegetais
testadas apresentaram atividade moluscicida na concentracdo de 100ppm sobre B. glabrata:
Euphorbia pulcherrima Willd., Euphorbia splendens Bojer, Caesalpinia peltophoroides
Benth. e Stryphnodendron barbatiman M.

A espécie Euphorbia splendens var hislopii N.E.B. (= Euphorbia milii Des Moul. var.
splendens (Hook.) Ursch & Leandri) (CARTER, 1994).¢ conhecida popularmente como
coroa-de-cristo sendo considerado seu latex bruto o mais promissor dentre os moluscicidas.
Quando testada em moluscos hospedeiros do S. mansoni e Fasciola hepatica (Linnaeus,
1758) apresentou resultados interessantes na determinacao das concentracdes letais, que se
apresentaram em baixas concentragdes, sob condi¢des laboratoriais (VASCONCELLOS &
SCHALL, 1986; VASCONCELLOS & AMORIM, 2003a). J& em situagdes de campo, a
concentragdo letal utilizada foi um pouco maior, por exemplo, em laboratdrio a maior CLg
encontrada para Lymnaea columella (Say, 1817) foi de 1,51 mg/l, ja para o teste de campo
utilizou-se a concentracdo de 5 mg/l (VASCONCELLOS & AMORIN, 2003b).

O género Solanum L. apresenta grande propagagdao de espécies no Brasil. Varios
estudos utilizando diversos membros deste género demonstraram atividade moluscicida
consideravel (HOSTETTMAN et al., 1982; MARSTON & HOSTETTMAN, 1985; SILVA et
al., 2005; SILVA et al., 20006).

2.7 Familia Solanaceae: Solanum lycocarpum
2.7.1 Classifica¢ao botanica

A espécie vegetal S. lycocarpum pertence ao género Solanum e a familia Solanaceae,
sendo esta familia incluida na subclasse Asteridae, ordem Solanales (CRONQUIST, 1981;
JUDD et al., 1999) e compreende cerca de 3.000 espécies distribuidas em 150 géneros
possuindo distribui¢do cosmopolita. No Brasil, ocorrem em 32 géneros e 350 espécies
(SOUZA & LORENZI, 2005).

Esta familia apresenta inimeras contribuigdes medicinais, dentre as diversas familias
botanicas que apresentam atividades medicinais comprovadas (AGRA, 1999).

Solanum lycocarpum ¢é conhecida popularmente como lobeira ou fruta-do-lobo, devido
a grande apreciagdo deste fruto pelo lobo-guara do cerrado, Chrysocyon brachyurus, (1lliger,
1815), representando até¢ 50,0% de sua dieta (CAMPOS, 1994; LOMBARDI & MOTTA Jr.,
1993; LORENZI & MATOS, 2008). Também ¢ conhecida como: capoeira-branca, berinjela-
do-mato, jurubebao, baba-de-boi, loba e jurubeba-de-boi (LORENZI & MATOS, 2008).

Apresenta-se como arbusto grande ou pequena arvore espinhenta, semidecidua de 3-5
m de altura, copa arredondada e aberta, com ramos frageis. As folhas sao simples, alternadas,
apresentando margem lobada. J& os troncos sdo tortuosos e cilindricos. Os frutos sdo
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globosos, verdes e lisos, contendo polpa carnosa com muitas sementes (LORENZI, 2002;
LORENZI & MATOS, 2008).

2.7.2 Distribuicao geografica

Distribui-se em todo Brasil tropical e subtropical, com predominéncia nos cerrados e
campos cerrados do Brasil central (LORENZI, 2002). O periodo de florada compreende o ano
inteiro, porém com intensidade na estacdo chuvosa (OLIVEIRA FILHO & OLIVEIRA,
1988).

2.7.3 Uso medicinal

Os frutos de S. lycocarpum sao utilizados pelas populagdes rurais para o preparo de
doces e geléias (SILVA et al.,1994; LORENZI & MATOS, 2008).

A literatura etnofarmacolégica revela o emprego do fruto como diurético, calmante,
antiespasmatico, antiofidico e antiepilético (CARIBE & CAMPOS, 1991). Dos frutos,
também, produz-se um polvilho, ao qual ¢ atribuida propriedade hipoglicemiante, essa
eficacia tem sido comprovada através de relatos de casos com seres humanos (DALL’-
AGNOL & VON-POSER, 2000; GRASSELLI et al., 2001). Acredita-se que o fruto da
lobeira apresenta acao terapéutica contra vermes-dos-rins, Dioctophyma renale (Goeze, 1782)
um nematoide, que ¢ muito frequente e na maioria das vezes fatal no lobo-guara (LORENZI
& MATOS, 2008).

O cha das folhas em decoccdo ¢ indicado contra afec¢des das vias urinarias, colicas
abdominais e renais, espasmos e epilepsia (CARIBE & CAMPOS, 1991).

O estudo de extratos aquosos preparados com o p6 obtido de seus frutos, em ratos
sugeriu um efeito toxico sobre o sistema reprodutivo masculino, contudo sem indicagdo
aparente sobre a fertilidade (SA et al., 2000).

2.7.4 Propriedades quimicas

Frutos maduros de Solanum frequentemente contém alcaldides que possuem inimeras
atividades bioldgicas como: inibicdo da germinagdo, efeito laxante em animais, constipacao
intestinal em passaros, entre outras (CIPPOLINI, 2000). Estudos demonstram que na
composicao quimica dos frutos de S. lycocarpum ha compostos de solamargina e solasonina
(MOTIDOME et al., 1970). Ja nas folhas a andlise fitoquimica identificou a presenca de
fenois, alcaldides e flavonoides (OLIVEIRA, 2003).

Os glicoalcaloides de Solanum sdo indiscutivelmente um dos grupos de substancias
mais pesquisados quanto as suas propriedades biologicas. Este género ¢ conhecido por
produzir efeito alelopatico devido aos glicoalcaldides espirosolano tais como solamargina e
solasodina que suprimem o crescimento de outras plantas (ALVES et al., 2003).

2.8 Efeitos moluscicidas sobre o metabolismo de carboidratos e produtos nitrogenados
de Biomphalaria glabrata

O glicogénio e galactogénio sdo os polissacarideos de reserva de maior importancia. O
glicogénio ¢ encontrado em células especiais na regido anterior do manto, e entre os acinos da
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glandula digestiva (CHIANG, 1997). Em muitos gastropodes, ocorre também, em tecido
muscular, como a massa cefalopodal (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983; PINHEIRO &
AMATO, 1994). O galactogénio estd presente, somente, na glandula de albumen, dos
moluscos pulmonados, sendo a principal fonte de energia da reprodu¢do, como por exemplo,
o desenvolvimento dos ovos (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

O glicogénio pode ser degrado em glicose, dependendo das condigdes fisiologicas do
molusco, para suprir suas necessidades energéticas (BECKER, 1980; PINHEIRO & AMATO,
1994).

Os mecanismos de regulacdo da glicemia sdo precisos € complexos. A formagao de
glicose a partir de precursores ndo carboidratos ¢ chamada de neoglicogénese, nos animais 0s
precursores importantes sdo: o lactato, o piruvato, o glicerol, a maioria dos aminoacidos, e os
intermediarios do ciclo de Krebs. Essa via determina o aumento dos niveis glicémicos, sendo
suas vias de regulacao diferentes de organismo para organismo (LEHNINGER et al., 1985).

As concentracdes de glicose na hemolinfa dos moluscos variam, dependendo da
disponibilidade de alimento, das mudancas de temperatura e sazonalidade. Moluscos
pulmonados apresentam os menores niveis de carboidratos durante o inverno e os maiores
niveis durante o verao e o outono (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

Durante o verdo, a sobrevivéncia dos moluscos envolve mecanismos de resisténcia a
dessecacdo, tais como a anidrobiose. Mecanismo em que o molusco se retrai na concha,
quando ha ressecamente de seu habitat, reduzindo seu metabolismo (BARBOSA &
OLIVIER, 1958). Além desse mecanismo, contra a dessecacdo, B. glabrata pode exibir o
mecanismo de diapausa. O molusco apresentara a formacdo de lamelas na abertura da concha,
entrando em estado de dorméncia, antes do habitat secar. Sendo assim, os moluscos
anidrobiontes sdo menos resistentes que os moluscos em diapausa (PIERI & THOMAS, 1992;
DANNEMANN & PIERI, 1993).

Dessa forma, na estivagdo o metabolismo de carboidratos pode ser parcialmente ou
totalmente anaerobio. A estivacdo, também, ¢ caracterizada pela queda de consumo de
oxigénio (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

Durante o jejum a taxa metabolica ¢ reduzida, porém as taxas sdo bem maiores do que
dos moluscos em estivagao (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).

A infeccdo por estagios larvais de trematddeos pode interferir no metabolismo do
molusco, hospedeiro intermediario, determinando um crescimento exagerado (gigantismo) e
uma diminuic¢do ou total perda da capacidade reprodutiva (castragdo parasitaria). Entretanto,
eo gigantismo deve ser considerado como um indicativo, mas de modo algum uma
conseqiiéncia da castragdo; além de alterar o metabolismo de carboidratos (MEULEMAN,
1971; VAN ELK & JOOSSE, 1981; MOHAMED & ISHAK, 1981). A diminui¢do dos niveis
de carboidratos dos tecidos e/ou na concentracdo de glicose na hemolinfa, como resultado de
infec¢do tem sido observada em B. alexandrina (MOHAMED & ISHAK, 1981) e B. glabrata
(CHENG & LEE, 1971; CHRISTIE et al., 1974; STANISLAWSKI & BECKER, 1979).

Sendo assim, os moluscos quando sdo submetidos a condi¢des de estresse, tais como:
parasitismo por larvas de trematodeos e inani¢do utilizam substratos alternativos para
manterem seus processos metabdlicos vitais, além dos polissacarideos, glicogénio e
galactogénio (JOOSSE & VAN ELK, 1986), gerando alteragcdes no conteido de proteinas e
de aminodcidos livres, acarretando elevacao dos contetidos de produtos nitrogenados: uréia,
acido urico e amonia (BECKER, 1980).

Torna-se importante o estudo das alteragdes metabolicas dos moluscos submetidos aos
extratos vegetais, pois hd a possibilidade de identificar o mecanismo de a¢do dos mesmos,
desenvolvendo, assim produtos mais especificos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencao de Biomphalaria glabrata em laboratoério
3.1.1 Procedéncia do molusco

Espécimes de B. glabrata linhagem BH (Belo Horizonte — Minas Gerais) obtidos junto
ao Departamento de Malacologia da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) foram utilizados
para dar inicio a coldnia no laboratério de Biologia e Ecologia de Helmintos, os descendentes
(pool de geragodes) desses exemplares foram utilizados nos bioensaios.

3.1.2 Agua

E recomendavel que a dgua fornecida pelas distribuidoras de abastecimento, fique
acondicionada em recipientes durante alguns dias. Isto, antes de ser utilizada nos aquarios
(BRASIL, 2007). Sendo assim, a agua da torneira permanecia por um periodo de 72 h em
barrilhete de pléstico antes de ser utilizada nos aquarios.

Os aquarios eram limpos toda semana em decorréncia do excesso de excremento na
agua, auséncia de substrato, alta turbidez, dependendo da magnitude destes fatores a troca de
agua ocorria total ou parcialmente. Quando a troca era total, aquarios e moluscos eram
lavados com solugdo de acido acético 0,05% v/v e posteriormente com agua corrente, para
prevenir a colonizagdo por protozoarios.

3.1.3 Substrato

O complemento alimentar constitui-se em fonte de ferro e calcio para hemolinfa e
concha, respectivamente. Sendo composto de uma mistura de (10 partes) de argila peneirada
enriquecida com (2 partes) de farinha de ostra e (1,5 parte) de carbonato de célcio (BRASIL,
2007).

O complemento era fornecido a cada troca de agua, total ou parcialmente, com uma
colher rasa de sobremesa.

3.1.4 Alimentacao

Os moluscos foram alimentados ad libitum, trés vezes por semana, com alface
(Lactuca sativa L.) in natura, previamente lavada em solugdo de acido acético 0,05% v/v.

3.1.5 Montagem dos aquarios

Os moluscos foram mantidos em aquarios de vidro, que facilitava a limpeza ¢ a
visualizacdo de seu interior, com agua desclorada em temperatura ambiente. Pedagos de
isopor foram utilizados como substrato de oviposi¢do. Os aquarios foram tampados com
tecido (Voil), com elastico, o que garantia uma boa aeragdo, evitava a fuga dos moluscos ¢ a
exposicao aos insetos (Figura 12).
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Figura 12. Aquario mostrando os moluscos no seu interior.

3.2 Material Botanico

Folhas de S. lycocarpum (Figura 13) foram coletadas na Estacdo Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG, o que foi possivel através do Acordo de Cooperacao Técnico-
Cientifico entre a UFRRJ-IBAMA, MG; e no Campus Seropédica da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, RJ e as exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de
Botanica da UFRRJ, Seropédica, RJ, sob os numeros: RBR28010 e RBR14071,
respectivamente.

Figura 13. Morfologia foliar de Solanum lycocarpum. A- Aspecto geral da face ventral; B-
Aspecto geral da face dorsal; C-Espinhos presentes nas nervuras da face ventral; D- Espinhos
presentes nas nervuras da face dorsal.
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O local de coleta das folhas de S. lycocarpum procedente da Estacdo Ecoldgica de
Pirapitinga, Trés Marias MG, esta localizado nas seguintes coordenadas geograficas:

18°13°57,7” S e 45°14°32,0” W (Figura 14).
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Figura 14. Carta imagem do local de coleta de Solarnum bycocarpum — Estagao Ecoldgica de Pirapitinga, Trés
Marias, MG. Fonte: IBAMA - http://siscom.ibama.gov.bt/mptMG/UC/ESEC PIRAPITINGA MG A2 pdf).

Um dos arbustos de onde foram coletadas as folhas de S. /ycocarpum procedente da
Estagdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG, pode ser verificada na Figura 15.

Figura 15. Habito arbustivo de Solanum lycocarpum prodecente da Estagdo Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG. (Foto cedida pelo Dr. Yoshimi Sato).
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O local de coleta das folhas de S. lycocarpum procedente do Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro RJ, estd situado nas proximidades das seguintes
coordenadas geograficas: 22°46'11"S 43°40'32"W (Figura 16).

v

|_Institute'de|

Biologia

f tituto de
Liéncias Exatas

Ponto de coleta
da planta

Figura 16. Visao de satélite do local de coleta de Solanum lycocarpum — Campus Seropédica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A- Entrada principal do Campus
Seropédica da UFRRIJ; B- Ponto de coleta da planta. Fonte: (www.wikimapia.org).

Verifica-se na Figura 17 um dos arbustos de coleta das folhas de S. lycocarpum
procedente do Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.
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Figura 17. Habito arbustivo de Solanum lycocarpum procedente do Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

3.3 Local de preparo dos extratos, realizacio dos bioensaios e da observaciao dos
moluscos sobreviventes aos bioensaios

A pesagem da matéria vegetal e o preparo dos extratos foram realizados no
Laboratério de Atividade Anti-helmintica, sob responsabilidade do Professor Dr. Hélcio
Resende Borba.

Os bioensaios ¢ as observagdes dos moluscos sobreviventes aos bioensaios foram
realizados no Laboratério de Biologia e Ecologia de Helmintos, sob responsabilidade da
Professora Dra. Solange Viana Paschoal Blanco Brandolini.

Ambos os laboratorios estdo localizados no Pavilhdo Hugo de Souza Lopes do
Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Campus de Seropédica, RJ.

3.3.1. Preparacio do extrato aquoso “a quente” de Solanum lycocarpum através do
método da infusao

As folhas de S. lycocarpum previamente dessecadas a temperatura ambiente foram
picotadas e pesadas para o preparo da infusdo, em uma propor¢ao de 300g de folha seca/3000
ml de dgua destilada. O material vegetal permaneceu contato com a dgua quente durante 15
minutos, tendo atingido uma temperatura de 90°C.

Em seguida, o recipiente contendo a infusdo foi colocado sobre a bancada e tampado
com uma placa de Petri, com a finalidade de evitar a evaporacao e melhorar a extragao dos
principios ativos, até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi filtrado
com auxilio de um tecido (Voil). Este procedimento esta ilustrado na Figura 18 e se constitui
em uma adaptac¢do da técnica de Leyton et al. (2005).

3.3.2. Preparacao do extrato aquoso “a frio” de Solanum lycocarpum através do método
de maceracao estatica

As folhas de S. lycocarpum previamente dessecadas a temperatura ambiente foram
picotadas, pesadas e submetidas a maceracao estatica, em uma propor¢ao de 200g de folha
seca/2000 ml de agua destilada. O recipiente contendo o macerado foi envolto com papel
aluminio, para evitar exposi¢ao direta a luz, por um periodo de 24 horas e tampado com o
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tecido (Voil) envolto por um eléstico; sobre este conjunto foi colocada uma placa de Petri.
(Adaptado de LORENZI & MATOS, 2008). Apos esse periodo o macerado foi filtrado com
auxilio de um tecido (Voil), estd ilustrado na Figura 19.
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Figura 18. Procedimento utilizado na preparagdo dos extratos aquosos “a quente” de Solanum lycocarpum.
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Figura 19. Procedimento utilizado no preparo do extrato aquoso “a frio” de Solanum lycocarpum.




O liquido resultante tanto da infusdo quanto da maceragdo estatica foi denominado de
solugdo mae, para ambas as localidades, a partir do qual foram preparadas as demais
concentracoes, conforme Figura 20.

—» 100 mL da solugao mae = 10,0%

— 70 mL da solu¢do mae + 30 mL de agua destilada = 7,0%

—» 40 mL da solu¢do mie + 60 mL de 4gua destilada = 4,0%

=300 g de folha/3000 ml de dgua destilada (Extracao
Solugdo mae — 10,0% | —» a quente)
200g de folha/2000ml de 4gua destilada (Extragdo a
frio)

Figura 20. Preparagdo das concentragdes utilizadas no bioensaio com Solanum lycocarpum.

Para melhor entendimento das tabelas e figuras, os extratos foram designados da
seguinte forma:

SLFAqQQ -TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacao Ecoldgica
de Pirapitinga, Trés Marias, MQG).
SLFAqQF - TM  (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacao Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MGQG).
SLFAqQ - UFRRJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqF - UFRRJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).

Ao longo do trabalho podem ser atribuidos os seguintes termos: localidade de Trés
Marias e Campus Seropédica da UFRRIJ, respectivamente, para as localidades: Estacdo
Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG e Campus Seropédica da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

3.4 Bioensaios com o molusco Biomphalaria glabrata
3.4.1 Avaliacdo moluscicida

A Organiza¢do Mundial de Saude recomenda um método padrdo para o screening da
atividade moluscicida em laboratdrio, porém na pratica ¢ invidvel devido a varios fatores,
entre eles: local para manutencdo dos moluscos, quantidade e qualidade da 4gua (MARSTON
& HOSTETTMANN, 1985). Os procedimentos adotados neste estudo foram baseados em
uma adaptacdo do método de Marston & Hostettmann (1991) por Silva (2002) e com a
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inclusdo de uma nova metodologia, a observacao dos moluscos sobreviventes aos bioensaios
por 60 dias e da geracdo F1, desses sobreviventes, por 90 dias.

3.4.1.1 Material e procedimento para os testes moluscicidas (Adaptado de MARSTON &
HOSTETTMANN (1991) por SILVA (2002)).

1.

2.

Moluscos com 9-13 mm de didmetro de concha.

Agua desclorada

. Provetas
. Recipientes (copos de vidro) com capacidade para 125 ml.
. Baldes volumétricos

. Foi preparada uma solucdo a 10,0% p/v, para as duas localidades de coleta da planta:

Estacdao Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias e Campus Seropédica, UFRRJ.

. Foi utilizado um total de 24 recipientes por forma de extracdo, logo um total de 48

recipientes por localidade. Cada um com 5 moluscos Os bioensaios foram realizados em
seis copias onde foi utilizado um total de 120 moluscos por regido fitogeografica, sendo 30
moluscos por concentracao.

. Para realizar o bioensaio foram transferidos 125 mL de cada concentragao dos extratos

analisados obtidos pelas duas formas de extracdo para recipientes contendo cinco
moluscos, por um periodo de 24h. Dessa forma, a relagao foi sempre de 25 mL de solugdo
por molusco.

. Ap6s 24 h os moluscos eram transferidos para uma placa de Petri para verificar se

respondem aos estimulos provocados com espatulas e confirmagdo da mortalidade.
Aqueles que ndo estavam mortos foram mantidos em recipientes contendo agua desclorada
e observados novamente apos 48 e 72 h.

10. O controle foi feito, somente, com agua desclorada. Os moluscos foram transferidos para

um recipiente com 125 mL e 60 moluscos por localidade, sendo 30 moluscos por tipo de
extracao.

3.5 Manutenc¢io dos moluscos sobreviventes aos bioensaios e da geracio F1.

Os moluscos sobreviventes aos bioensaios foram separados por localidade de

procedéncia da planta, método de extracdo e concentracao dos extratos, conforme vericado na
Figura 21.
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Procedéncia da planta

Estacdo Ecoldgica Pirapitinga, Trés Campus Seropédica da UFRRJ
Marias, MG

Método de extragdo

Infusdo Maceragdo estatica Infusdo Maceragdo estatica

Concentragao

4,0% 7,0% 10,0% 4,0% 7,0% 10,0% 4,0% 7,0% 10,0% 4,0% 7,0% 10,0%

Figura 21. Procedimento para a separacdo dos moluscos sobreviventes aos bioensaios e da
geragdo F1.

Em seguida foram transferidos para recipientes plasticos contendo dgua desclorada e
mantidos sob temperatura ambiente. A limpeza desses aquarios, bem como a alimentagdo dos
moluscos e oferecimento do complemento alimentar foram realizados conforme descrito no
item 3.1.

3.5.1 Observacao dos aquarios

Os moluscos sobreviventes foram observados semanalmente até completar um periodo
de 60 dias. As observagdes semanais consistiam em verificar os seguintes parametros:
mortalidade e reproducdo. No parametro reproducdo, eram quantificadas as massas ovigeras,
estabelecendo-se o numero total de ovos/massa ovigera e o percentual de eclodibilidade.

Os mesmos parametros foram utilizados na observagao, por 90 dias, da geracao F1 dos
moluscos sobreviventes.

3.5.2 Protocolo para verificacio dos moluscos mortos e contabilizacio das massas
ovigeras

Os recipientes que acondicionavam os moluscos sobreviventes eram levados até a
bancada e observados, separadamente, seguindo os procedimentos listados abaixo:

1. Primeiramente foi verificado o pardmetro mortalidade. Os moluscos eram transferidos para

uma placa de Petri onde eram estimulados com espatulas para verificacdo de respostas aos
estimulos, confirmando, assim, a morte. Procedendo-se a contagem dos moluscos mortos.
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2. Em seguida, os moluscos vivos eram retirados dos recipientes plasticos, com o auxilio de
uma pinga, e transferidos para outro recipiente contendo agua desclorada. O recipiente
onde estavam os moluscos sobreviventes, era entdo, observado com o auxilio de uma
lumindaria de mesa, para a verificagdo de massas ovigeras e de eclosdo dos moluscos.

3. Caso houvesse moluscos eclodidos, estes eram transferidos, com o auxilio de um pincel,
para uma placa de Petri contendo dgua desclorada, sendo contabilizados e as anotacdes
eram feitas.

4. Ap6s a retirada de todos os moluscos eclodidos, a 4gua dos recipientes que continham os
moluscos sobreviventes era passada através de uma peneira de malha bem fechada. Este
procedimento era repetido duas vezes. O que garantiu a retirada de todos os moluscos
eclodidos, que nao foram observados na bancada com o auxilio da luminaria.

5. Os moluscos eclodidos eram transferidos da placa de Petri para recipientes plasticos e
permaneciam separados dos moluscos sobreviventes. Dessa forma, era possivel nas
proximas verificagdes, averiguar quantos moluscos eclodidos morreram e quantos
moluscos eclodiram naquela semana.

6. Em seguida, o recipiente que continha os moluscos sobreviventes, agora sem a agua, era
observado para verificagdo de massas ovigeras. Quando presentes, as massas ovigeras
eram contabilizadas.

7. Caso o recipiente apresentasse massas ovigeras, os ovos contidos eram contabilizados. Este
procedimento foi facilitado pela transparéncia do recipiente e pela utilizacdo de uma
luminaria.

8. Apos todos os procedimentos acima listados, o recipiente recebia, novamente, agua
desclorada e os moluscos sobreviventes retornavam ao mesmo recipiente.
Sendo assim, o protocolo de observacao dos moluscos incluiu a contabilizagdo de:
moluscos vivos e mortos; massas ovigeras, ovos/massa ovigera, moluscos eclodidos,
moluscos eclodidos que estavam mortos e moluscos eclodidos da semana.

3.6 Teste fitoquimico para identificacdo de saponina

O teste para identificagdo de saponina foi realizado no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN), Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob a responsabilidade do Dr. Mario Geraldo
de Carvalho.

Para realizar o teste, foi feita uma adaptacdo da técnica descrita por Matos (2009), pois
este autor trabalhou com extrato seco e no presente estudo foram utilizados extratos aquosos
no estado liquido. Sendo assim, utilizou-se um funil de separagdo para colocar o extrato no
volume de 10 ml adicionando 5 ml de cloroféormio, para a retirada de impurezas e de agua.
Como resultado deste procedimento houve a formacao de duas fases. A fase que solubilizou
em cloroférmio foi descartada, repetindo-se a adicao de 5 ml de cloroférmio mais duas vezes.

Ap0s a terceira passagem e o descarte da fase que continha o cloroférmio, o funil de
separacao com a solugdo foi agitado fortemente, por 2 a 3 minutos para a observagao da
formag¢ao de espuma. Segundo Matos (2009), esta espuma deve ser persistente e abundante,
formando um colarinho, caracteristica que indica a presenca de saponina.
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Devido, ao reduzido volume de extrato utilizado foi realizado um teste confirmatorio
para saponina. Este teste consistiu da adi¢do de 2 ml de 4cido cloridrico concentrado ao
conteudo do funil de separacdo, que ¢ transferido para um recipiente, preparado
anteriormente, deixando-o, pelo menos 1 hora em banho-maria, sem atingir a ebulicdo. Apos
este periodo o recipiente foi retirado do banho-maria e deixado sobre a bancada para resfriar.
Em seguida, neutralizou-se a solu¢do com uma base (hidroxido de s6dio 1M), agitando-se
novamente o recipiente. A presenga de precipitado e a nao formagao de espuma quando os
recipientes sdo agitados confirma a presenga de saponina. Isso ocorre, pois o tratamento
hidrolisa as saponinas, precipitando as agliconas (MATOS, 2009).

3.7 Analises Bioquimicas

Para a andlise bioquimica, foram utilizados trés moluscos, que sobreviveram ao
bioensaio, de todos os extratos utilizados, a intervalos de 4, 30 e¢ 60 dias onde foram
separados para a coleta de hemolinfa, extraida através de puncao da cavidade pericardica.

Com o auxilio de uma agulha de insulina 0,38x13 BD Plastipak” foi obtido um
pequeno orificio na concha do molusco, atingindo-se a cavidade pericardica e com o auxilio
de um capilar, coletou-se a hemolinfa, acondicionada em microtubos. Todo o procedimento
foi realizado com o auxilio de um esteriomicroscépio. Os tubos de Eppendorf foram mantidos
em banho de gelo durante a coleta da hemolinfa e armazenados a —10°C até a realizagao das
andlises, conforme verificado na Figura 21 (Adaptado de BEZERRA et al., 1999).

Em seguida, os moluscos foram dissecados, sem anestesia, ¢ fixados em Dubosq-
Brasil modificado (Etanol 80°GL-600 ml; Acido acétido glacial-150 ml e Formalina
comercial-250 ml), para, posteriormente, serem processados histologicamente.

Apo6s este periodo, as partes moles dos moluscos foram retiradas do interior das
conchas, sob observagdo ao esteriomicroscopio, através de uma leve pressdo suficiente para
quebrar a concha sem prejudicar os tecidos do molusco, € com auxilio de pingas de ponta fina
os fragmentos das conchas foram retirados e colocados a parte.

No entanto, em alguns extratos, devido ao elevado niimero de moluscos mortos
durante o bioensaio, ndo foi possivel a andlise em todos os periodos, ou entdo, o numero de
trés moluscos, nao foi atingido.

A andlise bioquimica incluiu a determinagao das concentragdes de glicose, acido urico
e uréia de moluscos expostos aos extratos aquosos de S. [ycocarpum das duas localidades de
coleta obtidos pelos dois métodos de extragdo. Os resultados foram expressos em mmol/l e
para determinar as concentracdes foram utilizados kits de diagnostico laboratorial Katal®.
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Figura 22. Procedimento para obten¢ao de hemolinfa. A. A concha era perfurada na altura da
cavidade pericardica. B. Puncdo cardiaca. C. Microtubo com hemolinfa no banho de gelo,
durante toda a coleta. D. Volume final de hemolinfa obtido.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos com os extratos das localidades analisadas através dos dois
métodos de extracdo foram expressos através de média + desvio-padrdo e submetidos ao teste
de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas,
significativo quando (P<0,05), quando a distribuicdo mostrava-se ndo normal, utilizava-se o
Teste de Kruskal-Wallis, um teste ndo-paramétrico, ambos pelo programa GraphPad Instat®
versdo 3.0 (SAMPAIO, 2007).

Para verificar a relacdo de significancia entre as concentragdes utilizadas nos
bioensaios e o percentual de mortalidade durante os bioensaios, utilizou-se o teste de
regressdo polinomial de primeira ordem, através do programa GraphPad Prism® versdo 4.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeitos agudos dos extratos aquosos de Solanum lycocarpum sobre Biomphalaria
glabrata através de métodos diferenciados de extracio

Os resultados obtidos com os extratos aquosos de S. lycocarpum proveniente da
Estacdao Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG e do Campus Seropédica da UFRRIJ, RJ
através das duas formas de extragdo: a frio e a quente podem ser observados nas Figuras 23-
26.

As observagoes realizadas durante os bioensaios demonstraram elevados percentuais
de mortalidade nas primeiras 24 horas de observacdo. Evidenciando, dessa forma, a acgdo
imediata dos extratos analisados.

Na Figura 23 estao apresentados os percentuais de mortalidade dos moluscos expostos
aos extratos obtidos através do método de infusdo (extracdo a quente) das duas areas de coleta
de S. Ilycocarpum. Elevados percentuais de mortalidade foram verificados com as
concentragdes de 10,0% e 7,0% nas primeiras 24 horas de observacao. O extrato SLFAqQ-
TM apresentou respectivamente, 96,67% e 93,33% de mortalidade e o extrato SLFAqQ-
UFRRJ apresentou 100,0% de mortalidade para ambas as concentragdes. Percentuais de
mortalidade mais reduzidos foram verificados com a concentragdo de 4,0% para as duas areas
de coleta da planta.
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Figura 23. Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos
de Solanum lycocarpum obtidos pelo método de extragao por infusao durante a realizagao do
bioensaio. SLFAqQ-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente — Estacdo Ecoldgica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG) e SLFAqQ-UFRRJ (Solanum Ilycocarpum, folha, aquoso,
quente — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ).
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A Figura 24 apresenta os percentuais de mortalidade dos moluscos submetidos aos
extratos aquosos obtidos pelo método de maceragdo estatica (extragcdo a frio) das duas areas
de coleta de S. lycocarpum. Foram verificados elevados percentuais de mortalidade nas
primeiras 24 horas de observagdo nas trés concentra¢des utilizadas no bioensaio. O extrato
SLFAQF-TM determinou 100,0% de mortalidade para as concentragdes de 10,0% e 7,0% e
90% de mortalidade com a concentracdo de 4,0%. O extrato SLFAqQF-UFRRJ, também,
determinou 100,0% de mortalidade para as concentragdes de 10,0% e 7,0%, porém na
concentragdo de 4,0% o percentual de mortalidade foi de 60,0%.

Com os resultados obtidos fica evidente a agdo moluscicida dos extratos aquosos de S.
lycocarpum analisados no presente estudo, conforme parametros estabelecidos por Kloos &
Mccullough (1982) e WHO (1993).
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Figura 24. Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos
de Solanum lycocarpum obtidos pelo método de extragdo por maceragdo estatica durante a
realizagdo do bioensaio. SLFAqQF-TM (Solanum Ilycocarpum, folha, aquoso, frio — Estagdo
Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG) e SLFAqF-UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha,
aquoso, frio — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ).

As Figuras 25 e 26 apresentam de forma comparativa, entre as duas areas de coleta da
planta, os percentuais de mortalidade dos moluscos submetidos aos extratos aquosos obtidos
pelos dois métodos de extragdo: maceragao estatica e infusao.

A Figura 25 apresenta os percentuais de mortalidade dos moluscos submetidos aos
extratos aquosos de S. lycocarpum produzidos por maceracao estatica (extragdo a frio) e por
infusdo (extragdo a quente) oriunda da localidade de Trés Marias.

Nas primeiras 24 horas de observagdo verificou-se elevados percentuais de
mortalidade nas concentragdoes de 10,0%, 7,0% e 4,0%. Através do método de extracdo,
maceragdo estatica, obteve-se os seguintes percentuais de mortalidade, 100,0% para as
concentragdes de 10,0% e 7,0% e 90,0% para a concentragio de 4,0%.
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Através da infusdo verificou-se 96,67%, 93,33% ¢ 6,67% de mortalidade,
respectivamente, nas primeira 24 horas de observagdo. No decorrer do bioensaio, somente a
concentracao de 4,0% apresentou 3,33% de mortalidade no periodo de 72 h de observagao,
totalizando 10,0% de mortalidade ao final do experimento.
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Figura 25. Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos
de Solanum lycocarpum coletada na Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG
obtidos pelos métodos de extragdo por maceragdo estatica e por infusdo durante a realizagdo
do bioensaio. SLFAqQF-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio — Estacdo Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MG) e SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente
— Estagao Ecolégica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

Na Figura 26 estdo apresentados os percentuais de mortalidade dos moluscos
submetidos aos extratos aquosos de S. lycocarpum produzidos por maceragdo estatica
(extracdo a frio) e por infusdo (extracdo a quente) oriunda da localidade do Campus de
Seropédica da UFRRJ.

Elevados percentuais de mortalidade nas concentragdes de 10,0%, 7,0% e 4,0%, foram
verificados nas primeiras 24 horas de observacdo. No método de maceragao estatica, obteve-
se 100,0% de mortalidade para as concentracdes de 10,0% e 7,0% e 60,0% para a
concentracao de 4,0%.

Através da infusdo, também, foi observado 100,0% de mortalidade para as
concentragdes de 10,0% e 7,0%, porém a concentracdo de 4,0% apresentou 26,67%, nas
primeira 24 horas de observacao.
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Figura 26. Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos
de Solanum lycocarpum coletada no Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, RJ obtidos pelos métodos de extragdo por maceracdo estatica e por infusio
durante a realizacdo do bioensaio. SLFAqQF - UFRRJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso,
frio — Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ) e
SLFAqQ — UFRRJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente — Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).

A andlise estatistica demonstrou diferenca significativa entre os percentuais de
mortalidade obtidos com os extratos SLFAqF — UFRRJ e SLFAqF — TM, pelo método de
maceragdo estatica, com a concentracdo de 4,0%, nas primeiras 24 horas de observagao,
conforme verificado na Tabela 2.

Sendo assim, quando o método de extracdo utilizado foi a maceracdo estatica, o
extrato SLFAQF - TM se apresentou mais eficiente, determinando maior percentual de
mortalidade.

Verificou-se, também, diferenca significativa entre os percentuais de mortalidade
obtidos com os extratos SLFAqQ —UFRRJ e SLFAqQ — TM, obtidos pelo método de infusao,
na concentracdo de 4,0%, nas primeiras 24 horas de observagdo. Sendo assim, quando o
método de extragdo foi a infusdo, o extrato que determinou um maior percentual de
mortalidade foi aquele obtido a partir da planta coletada no Campus Seropédica da UFRRJ.

Através da analise estatistica realizada por localidade, comparando-se os métodos de
extracdo, ¢ possivel evidenciar uma elevada diferenca significativa nas primeiras 24 horas de
observagao, entre os seguintes extratos SLFAqQF e SLFAqQQ de ambas as localidades de coleta
da planta, na concentragdo de 4,0%, conforme verificado na Tabela 2. Verifica-se assim, que
o método de extracdo a “frio” apresentou os maiores percentuais de mortalidade em ambas as
localidades de coleta da planta, quando comparado com o método de extracao a “quente”.

Quando a andlise estatistica foi realizada por extrato, comparando-se as concentragdes,
observou-se uma diferenca significativa de todas as concentragdes utilizadas com o grupo
controle, em todos os extratos utilizados, conforme verificado na Tabela 2.
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Tabela 2. Percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata no bioensaio com os extratos aquosos de Solanum lycocarpum®, por area de
coleta, durante as primeiras 24 horas de observagao, sob condi¢des experimentais.

Percentual de mortalidade/Area de coleta

Campus Seropédica da UFRRIJ, RJ Estacdao Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG
Concentragdo SLFAQF SLFAqQ SLFAQF SLFAqQ
(%) X £ DP X £ DP X £ DP X £ DP
10,0 5,00 + 0~ 5,00 + 04 5,00 + 0,000** 4,83 + 0,408™"
7,0 5,00 + 04 5,00 + 04 5,00 + 0,000** 4,66 +0,516™"
4,0 3,00 + 1,673 1,33+ 0,516"8 4,50 + 0,836™" 0,33 £ 0,816
Controle QoA QoA 0>A o0eA

*SLFAQQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, R1J).
SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)

Letras minusculas representam a comparagao por extrato e letras maiusculas entre os extratos.
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Na realizacao do presente trabalho, envolvendo a utilizagdo da mesma espécie vegetal
procedente de localidades fitogeograficas distintas, observou-se uma agdo diferenciada dos
extratos aquosos de S. [ycocarpum das duas areas de coleta da planta, conforme Tabela 2. Os
resultados obtidos encontram apoio no estudo realizado por Santos et al. (2002) que
demonstraram a existéncia de variabilidade genética entre populagdes, de S. lycocarpum
procedente de regido de Mata Atlantica e de Cerrado.

As pressoes de selecao sdo diferentes para os diversos ambientes, fazendo com que um
gendtipo que determine valor adaptativo superior num dado ambiente, possa proporcionar
uma menor adaptacao a outro (KASSEN & BELL, 2000).

Quando o isolamento geografico impede o fluxo génico, as populagdes tendem a ficar
cada vez mais distantes geneticamente. Em plantas, essa situacdo pode muitas vezes ser
acelerada em fun¢do de sua natureza séssil, tendo como conseqiiéncia a adaptacdo local
especifica e o surgimento de metapopulagdes (GALLOWAY & FENSTER, 2000).

Uma espécie de ampla distribuicdo geografica, como ¢ o caso da lobeira, podera
originar populagdes geneticamente diferentes (VANDER-KLOET & HILL, 2000). Os
resultados obtidos a partir da observacdo dos moluscos aos bioensaios com os extratos de S.
lycocarpum procedente das duas areas de coleta podem refletir uma influéncia das condi¢des
abidticas sobre a composicdo quimica da planta e consequentemente sobre seu potencial
moluscicida.

Com excecdo do extrato SLFAqQ-TM 4,0%, todos os outros extratos utilizados
determinaram a morte dos moluscos durante os bioensaios, com extravasamento de
hemolinfa. Esses resultados podem ser explicados por uma agdo dos extratos sobre a
permeabilidade dos tecidos dos moluscos.

O extravasamento de hemolinfa foi observado entre os moluscos que apresentaram os
maiores percentuais de mortalidade nas primeiras 24 horas de observagao. O Unico extrato
onde nao foi verificado o extravamento, SLFAqQ-TM 4,0%, determinou apenas 6,67% de
mortalidade no mesmo periodo. Novos ensaios deverdo ser realizados para a verificagdo de
uma possivel relacdo entre o extravasamento de hemolinfa e os elevados percentuais de
mortalidade.

Somente com o método de extracdo a frio, para ambas as localidades de coleta da
planta, pode-se verificar o extravasamento de hemolinfa antes de completar as primeiras 24
horas de observacao. O momento preciso deste efeito ndo foi determinado, ja que o presente
estudo ndo tinha por objetivo, analisar este parametro. Contudo, a constatagao da hemolinfa
extravasada no fundo do recipiente, ocorreu apos 19 horas do inicio do bioensaio (Figura 27).
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Figura 27. Recipientes contendo Biomphalaria glabrata exposta aos extratos aquosos da
folha de Solanum lycocarpum durante a realizacdo do bioensaio, onde se verificou o
extravasamento de hemolinfa.

Além do extravasamento da hemolinfa, foi possivel verificar, que todos os moluscos
mortos durante os bioensaios, com os extratos obtidos através dos métodos de maceragao
estatica, apresentavam retragdo total da massa cefalopodal e também a presenca de muitas
bolhas de ar proximo a abertura da concha. De acordo com BARBOSA (1995) na retragao
total a massa cefalopodal fica posicionada na metade do giro corporal da concha.

Essa retracdo em B. glabrata esta relacionada a um comportamento de prote¢do contra
as mudangas ambientais, tais como a seca, evitando assim a perda de dgua, conforme descrito
por Olivier & Barbosa (1956) e Von Brandt et al. (1957).

A retragdo da massa cefalopodal, também ¢ observada como resposta as substancias
toxicas, dependendo de sua natureza e concentragdo (HARRY & ALDRICH, 1963; CHENG
& SULLIVAN, 1973a; 1973b). Segundo Pieri & Jurberg (1981), essa acdo também pode ser
considerada como um mecanismo de protecdo, pois com a retragdo total, ha diminuicdo da
area de contato da massa cefalopodal do molusco com a substancia toxica.

Programas que visam o controle dos hospedeiros intermediarios do S. mansoni através
da aplicacdo de substancias moluscicidas devem dar atencdo especial a aspectos
comportamentais dos moluscos (WHO, 1965).

Destaca-se a possibilidade dos moluscos escaparem da agdo das substancias através de
comportamentos de prote¢do, capazes de contribuir para a sobrevivéncia, seja diminuindo a
possibilidade do molusco ser atingido pela aplicagao do produto ou pela redugdo dos efeitos
toxicos nos moluscos ja atingidos (PARAENSE, 1972).

O fato da retracdo na concha em B. glabrata oferecer menor superficie relativa de
contato com produtos toxicos ndo significa necessariamente que este comportamento tenha,
em si, um valor de sobrevivéncia; a menos que se realizem experimentos especificos em que,
por exemplo, seja constatada maior taxa de mortalidade entre os individuos que ndo exibam o
comportamento. Caso contrario, essa vantagem adaptativa deve ser considerada apenas uma
suposi¢cao (PIERI & JURBERG, 1981).

A metodologia utilizada no presente estudo para a obtencao dos extratos, bem como as
caracteristicas observadas nos moluscos apos a realizagdo dos bioensaios assemelham-se ao
trabalho realizado por Pinto & Almeida (1944). Estes autores utilizaram o caule do cipo-
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timbo (Serjania sp.) para a obtengdo dos extratos aquosos tanto através da técnica de infusao
(extracdo a quente) quanto pela técnica de maceragao estatica por 24 horas (extragdo a frio).

Pinto & Almeida (1944) verificaram que o macerado do caule de Serjania sp. a frio
causou a morte dos moluscos, verificando desprendimento de grande niimero de bolhas de ar
pela abertura da concha, além dos moluscos se manterem retraidos, totalmente, para o interior
da mesma. Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo.

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que nas primeiras 24h de observagao,
concentraram-se em todos os extratos utilizados, os maiores percentuais de mortalidade,
sendo este um dos critérios para que uma planta seja considerada moluscicida (MOTT, 1987).

Realizou-se a andlise estatistica do numero de moluscos mortos por periodo de
observagdo, com o objetivo de verificar a influéncia do tempo sobre a mortalidade.

Verificou-se diferenca significativa entre o periodo de 24h com os de 48 e 72h, em
todos os extratos utilizados, excetuando o extrato SLFAqQ-TM 4,0% onde o periodo de 24h
apresentou diferenca significativa, somente, com o periodo de 48h, mostrando-se, assim,
equivalente ao periodo de 72h, conforme verificado na Tabela 3.
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Tabela 3. Numero de moluscos mortos durante os bioensaios com os extratos aquosos de Solanum lycocarpum®, por periodo de observagao, sob

condi¢des experimentais.

Numero de moluscos mortos

Tempo (h) SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ-TM SLFAqF -TM Controle quente- Controle Controle frio- Controle

UFRRJ 4,0%  UFRRIJ 4,0% 4,0% 4,0% UFRRJ quente- TM UFRRJ frio- TM
24 1,33+£0,516* 3,00+ 1,673" 0,33+0,816"° 4,50 = 0,836 0° 0° 0* 0*
48 0 0° 0° 0 0" 0,16 + 0,408" 0* 0"
72 0° 0 0,16 + 0,408" 0 0" 0" 0" 0"

*SLFAqQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Eatagdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
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A andlise estatistica pelo teste de regressdo polinomial de 1* ordem revelou uma
relag@o positiva entre o percentual de mortalidade e as concentragdes utilizadas no bioensaio,
independente do método de extragdo utilizado, conforme pode ser verificado nas Figuras 28 —
31.
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Figura 28. Relacdo entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata submetida ao
extrato SLFAqQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ) e as concentragdes
utilizadas no bioensaio.
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Figura 29. Relacdo entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata submetida ao
extrato SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estagdo Ecologica de
Pirapitinga, Trés Marias, MQG) e as concentragdes utilizadas no bioensaio.
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Figura 30. Relacdo entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata submetida ao
extrato SLFAqF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ) e as concentragdes utilizadas
no bioensaio.
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Figura 31. Relacao entre o percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata submetida ao
extrato SLFAqQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de
Pirapitinga, Trés Marias, MQG) e as concentragdes utilizadas no bioensaio.

Embora o teste de regressao tenha demonstrado uma relacdo positiva entre o
percentual de mortalidade e as concentragdes utilizadas no bioensaio, a analise estatistica
demonstrou que com o método de extracdo por infusdo, os resultados obtidos com a
concentragdo de 7,0% nao diferiram significativamente daqueles obtidos com a concentracdo
de 10,0%. E quando os extratos eram obtidos através da maceragdo estatica, ndo havia
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diferenca significativa entre os resultados obtidos com a concentragdo de 4,0% e as
concentragoes de 7,0% ¢ 10,0%, na localidade de Trés Marias.

Em algum momento a relagdo crescente, entre concentracdo ¢ mortalidade, deixou de
existir estatisticamente. O que ¢ interessante, pois os estudos de atividade moluscicida com
produtos de origem vegetal preconizam a utilizacdo da menor concentragao letal.

A partir da observacao da Tabela 2, verifica-se que o método de maceragdo estatica é
equivalente ao método de infusdao nas concentragdes de 10,0 e 7,0%, porém, na concentragao
de 4,0% o método de extragdo a frio, destacou-se, j4 que apresentou maior percentual de
mortalidade, quando comparado com o método de extracdo a quente, para ambas as
localidades de coleta da planta.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, a determinagdo da menor
concentragdo letal (CLgg) para a localidade de Trés Marias foi influenciada pelo método de
obtencdo dos extratos. Quando foi utilizada a maceracao estatica, a CLog, foi de 4,0% e quando
o método de extragao utilizado foi a infusao, a CLgg foi de 7,0%.

O mesmo, porém, nao foi observado em relagdo a localidade Campus Seropédica da
UFRRIJ. Apesar da concentracdo de 4,0%, no método de maceragdo estatica, ter determinado
60,0% de mortalidade dos moluscos, a andlise estatistica demonstrou uma diferenca
significativa com a concentracdo de 7,0%. Sendo assim, a CLgy tanto com o método de
extragdo a frio, quanto com a extrac¢do a quente foi de 7,0%.

O método de maceragdo estatica ¢ uma metodologia mais facil de ser elaborada,
comparando-se ao método de infusdo, estando de acordo com as recomendacdes de Kloos &
Mccullough (1982) e da WHO (1965) onde afirmam que o método de extracdo deve-se
proceder da maneira mais simples.

O que pode ser explicado por Prista et al. (1990) que afirmam que o calor excessivo
pode fazer com que algumas substancias ativas se volatilizem ou se modifiquem, perdendo,
assim, sua acdo medicinal. Dessa forma, a agua utilizada para o preparo dos extratos
utilizados no presente estudo, pelo método de infusdo, ndo chegou ao ponto de ebulicdo, para
evitar a destruicao dos ativos

J4 o método de maceragdo estatica, pela sua natureza, ¢ uma técnica que nao degrada
ativos termolabeis (LORENZI & MATOS, 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com aqueles obtidos por
Xavier (2008). Esta autora, que utilizou nos bioensaios as concentragdes de 2,5%, 5,0% e
10,0% de extratos aquosos, obtidos pelo método de infusdo, de S. lycocarpum procedente das
mesmas areas de coleta, verificou um percentual de mortalidade dos moluscos superior a
90%, somente na maior concentracao testada.

O trabalho de Leyton et al. (2005) ¢ um dos poucos trabalhos encontrados, que utiliza
extratos produzidos a partir das extracdes a frio e a quente, utilizando Lycopersicon
esculentum Mill., conhecida popularmente como tomateiro, apesar de ndo pertencer ao género
Solanum, esta espécie vegetal encontra-se na familia Solanaceae. Estes autores utilizaram o
po das folhas secas do tomateiro, para o preparo dos extratos aquosos a frio, obtidos por
agitacdo durante quatro horas em agua destilada, e a quente, obtido através de decocgao
durante 5 minutos, ambos na concentracdo de 10.000 ppm. Além dos extratos aquosos
também foram utilizados extratos etandlicos e metandlicos na concentragdo de 200.000 ppm.

Leyton et al. (2005) observaram que os extratos aquosos nao apresentaram diferenga
significativa entre as concentracdes letais, quando comparado os métodos de extragdo.
Diferentemente, do que foi observado neste presente estudo, com S. lycocarpum a Cly, €
alterada, dependendo do método de extragdo.

Segundo Leyton et al. (2005) os resultados obtidos com os extratos aquosos a frio e a
quente ndo diferiram estatisticamente entre si, sendo considerados equivalentes. Quando
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comparam os extratos aquosos com os metanoélicos e etanolicos, verificaram que os extratos
alcodlicos apresentavam uma eficécia trés vezes maior do que os extratos aquosos.

Lopes (2005) utilizou em bioensaios com S. lycocarpum, extrato etanolico e fragdes
glicoalcaloidais na concentragdo de 100 pg/ml, em ambos, ndo verificou atividade
moluscicida. Diferentemente do trabalho de Lopes (2005), no presente estudo, verificou-se
atividade moluscicida de extratos aquosos de S. lycocarpum, sem a utilizagdo de solventes
organicos. Os solventes organicos sao removidos a partir da destilagdo em um rota vapor, sob
pressdo reduzida, e apds essa evaporacdo os residuos dos extratos sdo obtidos. No entanto,
permanece a incerteza, de que residuos dos solventes organicos possam agir sobre os
moluscos. Na interpretacdo dos resultados algumas questdes precisam ser consideradas, a
acao foi de substancias moluscicidas presentes no material vegetal utilizado, dos solventes ou
do sinergismo de ambas? Para responder a estas perguntas, novos bioensaios deverdo ser
realizados.

Sendo assim, o presente estudo estd de acordo com o que foi preconizado por Kloos &
Mccullough (1982) que estabeleceram critérios para que uma planta seja considerada
moluscicida, dentre as quais esta que a extracdo deve ser feita da maneira mais simples e com
solventes comumente disponiveis, de preferéncia a agua.

Verificou-se a escassez de trabalhos cientificos com S. lycocarpum para a verificagdo
de atividade moluscicida. Plantas do género Solanum siao conhecidas por produzir uma grande
variedade de saponinas esteriodais e glicoalcaloides (FRIEDMAN et al., 1991).

De acordo com Silva et al. (2005) plantas que apresentavam alcaldides glicosilados
como a solanosina possuem atividade moluscicida.

Sendo assim, este género se constitui uma importante fonte de pesquisa para o
isolamento de substancias bioativas, principalmente compostos que possam ser utilizados no
controle da esquistossomose.

No trabalho de Wanyonyi et al. (2003) foi verificada a atividade moluscicida dos
extratos metandlicos da baga de Solanum aculeastrum Dunal na concentragdo de 50 ppm,
determinando uma taxa de mortalidade de 90,0%.

O trabalho realizado por Silva et al. (2005) envolveu a utilizacao de treze espécies de
Solanum para a verificagdao da atividade moluscicida sobre B. glabrata através do método de
maceragdo com metanol. Apenas, seis extratos apresentaram atividade moluscicida, com CLs
entre 20 e 50 ug/ml. Embora Silva et al. (2005) e Mendes et al. (1984) tenham verificado a
inatividade de S. nigrum L., Lopes (2005) verificou a atividade desta planta através da fracao
glicoalcaloidal, na concentracdo de 100 pg/ml, enquanto a concentragao de 50 pg/ml
apresentou-se inativa.

Silva et al. (2006) demonstraram que os extratos de S. jabrense utilizando suas partes
aéreas, com solventes organicos, metanol, butanol e etanol apresentaram elevados percentuais
de mortalidade, o que foi observado com S. paludosum utilizando as partes aéreas, com o
solvente etanol e também, com S. stipulaceum onde foram utilizado os alcaléides do caule.

Silva et al. (2008) realizaram bio-monitoramento do extrato alcaloidico dos frutos
verdes de S. asperum, fornecendo um novo alcaldide esteroidal, denominado solanandaina,
juntamente com solasonina e solamargina. Como resultado, tanto o extrato alcaloidico como
os glicoalcaldides isolados apresentaram um elevado potencial moluscicida.

O presente estudo, também, apresentou elevados percentuais de mortalidade dos
moluscos submetidos a extratos da espécie S. lycocarpum, porém utilizando extratos aquosos,
além de verificar a eficacia do método de extracao a frio, quando comparado com o método
de extracdo a quente.

47



4.2 Teste de verificacdo e confirmacio de saponina nos extratos aquosos de Solanum
Iycocarpum

Todos os extratos utilizados nos bioensaios, com exce¢do do extrato SLFAqQ-TM
4,0%, determinaram a morte dos moluscos durante os bioensaios, com extravasamento de
hemolinfa. Esses resultados podem ser explicados por uma agdo dos extratos sobre a
permeabilidade dos tecidos dos moluscos. Sendo assim, realizou-se o teste para a
identificacdo de saponina.

Seguindo a metodologia descrita por Matos (2009) foi comprovada a presenca de
saponina nos extratos aquosos de S. /ycocarpum utilizados no presente estudo. Durante a
realizagdo do teste verificou-se a formagdo de duas fases em todas as passagens de
cloroféormio, ou seja, existiam substincias que solubilizaram neste solvente, conforme Figura
32.

Figura 32. Funil de separa¢do contendo amostra do extrato aquoso de Solanum lycocarpum
evidenciando a formagdo de duas fases, ap6s adi¢do de cloroformio.

Apos a agitacdo do funil de separacdao, pode-se observar a presenca de espuma e
formag¢ao de colarinho, de acordo com a Figura 33. A quantidade de espuma ndo foi muito
abundante devido a quantidade de extrato utilizado. Foram verificadas diferencas no resultado
do teste com os extratos obtidos pelos métodos de maceragdo estatica e infusdo de ambas as
areas de coleta da planta. A formag¢ao de espuma no extrato a frio foi mais abundante, do que
no extrato a quente, conforme a Figura 33.
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Figura 33. Formagdo de espuma, com colarinho nos extratos aquosos de Solanum
lycocarpum ap6s a realizagdo do teste para detec¢do de saponina. A- Extrato submetido a
extragdo a frio. B- Extrato submetido a extragdo a quente.

O teste confirmatorio para saponina ratificou a presenca desta substancia. Segundo
Matos (2009) ocorre a formagdo de precipitado com auséncia de espuma, por agdo do acido
cloridrico que rompe a ligacdao da aglicona com o agucar, conforme observado na Figura 34.
Desta forma, foi confirmada a presenca de saponina em todos os extratos utilizados no
presente estudo. Além da observag¢do de caracteristicas como: em solu¢do aquosa formam
espuma persistente ¢ abundante, apresentam elevada solubilidade em agua, desorganizam as
membranas das células sanguineas, caracterizando uma agdo hemolitica; caracteristicas
encontradas principalmente no género Solanum (SIMOES et al., 2004).

As saponinas s3o glicosideos, este tipo de estrutura possui uma parte lipofilica e outra
parte hidrofilica, o que determina a reducdo da tensdo superficial da 4agua e sua acdo
detergente e emulsificante. Portanto, os glicosideos sdo substancias polares e geralmente sdao
soltiveis em dgua (SIMOES et al., 2004).

De acordo com Hostettman et al. (1982) sabe-se que certos tipos de saponinas
esteroidais e triterpénicas possuem atividade moluscicida. Muitas espécies do género Solanum
apresentam atividade moluscicida, devido a presenca de saponinas esteriodais e
glicoalcaloides, sendo substancias importantes pela resisténcia natural das plantas contra
agentes externos (FRIEDMAN et al., 1991).

Pinto & Almeida (1944) verificaram que o macerado do caule de Serjania sp.
(Sapindaceae) a frio causou a morte dos moluscos em 2 minutos. Estes autores atribuiram os
resultados obtidos a saponina, substancia presente em ambos os extratos, além de quantifica-
la em 14%.
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PRECIPITADO

Figura 34. Teste confirmatorio para saponina nos extratos aquosos de Solanum lycocarpum,
com formacgao de precipitado. 1. SLFAqF-UFRRJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, ftrio,
Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ); 2.
SLFAQF-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estagcdo Ecoldgica de Pirapitinga,
Trés Marias, MG); 3. SLFAqQQ-UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus
Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ) e 4. SLFAqQ-
T™M (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias,
MQG).

O extrato aquoso apresenta como vantagem, a auséncia de lipidios e clorofila, além do
baixo custo, porém como desvantagens apresentam a possibilidade de hidrolise, durante o
processo extrativo, ou a hidrotermélise, no caso de extracio a quente (SIMOES et al., 2004).

No presente estudo foi verificado que o método de extracdo a frio apresentou os
maiores percentuais de mortalidade na menor concentracdo, quando comparado com o
método de extracdo a quente. Sendo assim, a hidrélise no extrato aquoso a frio, se ocorreu,
ndo foi significativa para a acdo dos extratos sobre os moluscos. J4 os extratos a quente
podem ter sofrido uma hidrotermolise, o que acarretaria a menor acao verificada deste extrato
sobre os moluscos.

Sendo assim, a hidrotermoélise poderia justificar a menor formacdo de espuma,
verificada no teste para saponina, de acordo com a Figura 32, nos extratos a quente, ou seja,
ocorreu uma instabilidade na estrutura lipofilica, denominada de aglicona ou sapogenina com
a parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares, pois de acordo com Simdes et al.
(2004) essa estrutura determina a formagao de espuma.

4.3 Efeitos cronicos verificados em Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios
com extratos aquosos de Solanum lycocarpum durante 60 dias de observacao
4.3.1 Influéncia sobre a taxa de mortalidade dos moluscos

A Figura 35 apresenta o numero de moluscos sobreviventes que morreram, ao longo
dos 60 dias de observacao. A mortalidade observada entre os moluscos do grupo controle
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pode ser explicada como um fendmeno natural da espécie. Visto que o percentual de
mortalidade verificado para este grupo, ao final dos 60 dias, foi muito menor (3,33%) quando
comparado aos moluscos sobreviventes a exposi¢do ao extrato SLFAqQ — TM, que
apresentaram 20,0% de mortalidade. Contudo, a andlise estatistica ndo evidenciou diferenca
significativa entre os grupos testados ou destes com o grupo controle.
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Figura 35. Mortalidade de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos
aquosos de Solanum lycocarpum ao longo de 60 dias de observagdao sob condicdes
experimentais.

4.3.2 Influéncia sobre a reproduciao dos moluscos

As observagdes sobre a biologia reprodutiva dos moluscos, no que se refere ao nimero
de massas ovigeras/molusco, numero de ovos/molusco, nimero de ovos/massa ovigera,
percentual de eclosdo, percentual de sobrevivéncia dos moluscos eclodidos e moluscos
eclodidos/nimero de ovos dos moluscos sobreviventes ao bioensaio, ao final dos 60 dias de
observagao estdo apresentadas na Tabela 4.

Para os extratos SLFAqQ-TM 10,0%, SLFAqQ-TM 7,0%, SLFAqF-UFRRJ 4,0% e
SLFAQF-TM 4,0% foram verificados nimeros reduzidos ou nenhum molusco ao final dos 60
dias de observagdo. Isso ocorre devido as elevadas taxas de mortalidade observadas nos
bioensaios e também as disseccoes que foram realizadas para um futuro trabalho histologico.

Ao analisar o nimero de massas ovigeras/molusco, verifica-se que o extrato SLFAqQ-
TM 4,0% apresentou o maior nimero de massas ovigeras, seguido pelos extratos, SLFAqF-
UFRRIJ 4,0% e SLFAqQ-TM 7,0%, respectivamente. Consequentemente, o maior nimero de
ovos/molusco, manteve-se nos extratos citados acima de acordo com a Tabela 4.

No entanto, o nimero de ovos/massa ovigera ndo seguiu o padrdo destacado acima,
pois o grupo de moluscos que apresentou o maior numero de ovos/massa ovigera foi o
submetido ao extrato SLFAqQ-UFRRJ 4,0%, que apresentou médias de massas
ovigeras/molusco e nimero de ovos/molusco, bem abaixo dos extratos SLFAqQ-TM 4,0%,
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SLFAqF-UFRRIJ 4,0% e SLFAqQ-TM 7,0%. Ou seja, apesar do menor nimero de massas
ovigeras, houve uma compensagdo com o aumento do niimero de ovos/massa ovigera. Em
seguida, as maiores médias de numero de ovos/massa ovigera, encontra-se nos extratos
SLFAqQ-TM 4,0% e SLFAqF-UFRRJ 4,0%, respectivamente, conforme verificado na Tabela
4.

Apesar do extrato SLFAqQ-TM 4,0% ter apresentado uma das maiores médias de
numero de massas ovigeras/molusco, nimero de ovos/molusco € nimero de ovos/massa
ovigera, seu percentual de eclosdo, foi o menor, quando comparado com os demais grupos
testados. Ocorrendo uma compensacdo no percentual de sobrevivéncia dos moluscos
eclodidos, j& que foi de 57,69%, como observado na Tabela 4.

De acordo com a Tabela 4, os moluscos submetidos ao extrato SLFAqF-UFRRJ 4,0%,
mantiveram o padrdo das maiores médias, sendo o grupo com o maior percentual de eclosdo,
80,95%. No entanto, foi o grupo com o menor percentual de sobrevivéncia dos moluscos
eclodidos (40,78%).

O segundo maior percentual de eclosdo, foi dos moluscos submetidos ao extrato
SLFAQF-TM 4,0% (71,0%) com elevado percentual de sobrevivéncia (80,23%), porém,
dentre os grupos testados, foi o que apresentou a menor média de nimero de massas
ovigeras/molusco e baixissimas médias de nimero de ovos/molusco e nimero de ovos/massa
ovigera, verificado na Tabela 4.

O grupo submetido ao extrato SLFAqQ-TM 10,0% apresentou um percentual de
eclosdao de 50,0%, além de 75,0% de sobrevivéncia, no entanto, foi o grupo testado que
apresentou a menor média de ovos/moluscos e ovos/massa ovigera. O grupo de moluscos que
foram testados com o extrato SLFAqQQ-TM 7,0% apresentaram um percentual de eclosdo de
39,0%, apesar de ter sido a terceira maior média do nimero de massas ovigeras/molusco e
ovos/molusco. Seu percentual de sobrevivéncia, porém, foi alto, aproximadamente 85,0%, de
acordo com a Tabela 4.

O grupo testado SLFAqQ-UFRRIJ 4,0%, apresentou um percentual de eclosdo baixo
(25,46%), porém elevado percentual de sobrevivéncia (70,97%), observado na Tabela 4.

Verifica-se, que a biologia reprodutiva dos moluscos ndo segue um padrdo, ou seja,
quem colocou mais ovos, nao serd, obrigatoriamente, o grupo que apresentard o maior
percentual de eclosdo e o maior de sobrevivéncia. Isso ocorre, pois o molusco realiza o
processo de compensacao, para tentar suprir o estresse causado pelo extrato.

Diferentemente, todos os grupos controle seguem um mesmo padrdo. Nao foi
observado um aumento no nimero de massas ovigeras ou aumento no nimero de ovos/massa
ovigera, porém apresentaram um percentual de sobrevivéncia dos moluscos eclodidos bem
elevado, chegando a 92,31%, no Controle-UFRRJ, de acordo com a Tabela 4. No entanto, ao
analisar estatisticamente a producdo de massas ovigeras/molusco, ndo foi verificada diferenga
significativa entre os resultados.

Segundo Barbosa (1960), B. glabrata quando submetida a condi¢des de estresse, ou
quando ameagada, pode apresentar um aumento no niimero de massas ovigeras, como um
mecanismo para garantir a sobrevivéncia da espécie. O mesmo foi relatado por Minchella
(1985) que afirmou existir um processo de compensacdo da fecundidade, geralmente
observado em casos de estresse fisiologico. Dessa forma, os resultados obtidos no presente
estudo, podem representar uma resposta fisiologica dos moluscos a um meio inadequado,
representado pelos extratos utilizados.
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Tabela 4. Biologia reprodutiva de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum™* ao final
de 60 dias, sob condigdes experimentais.

Extratos utilizados* Numero de massas  Numero de ovos/  Numero de ovos/ (%) de (%) de Eclodidos/

ovigeras/molusco** molusco** massas ovigeras** eclosdo  sobrevivéncia  n” ovos™
SLFAqQ-UFRRIJ 4,0% 0,53 6,85 15,11 25,46 70,97 0,157
Controle quente-UFRRJ 0,36 3,02 7,10 1,98 92,31 0,009
SLFAqQ-TM 10,0% 0,44 0,88 0,22 50,00 75,00 0,055
SLFAqQ-TM 7,0% 0,77 11,11 1,55 39,00 84,61 0,043
SLFAqQ-TM 4,0% 1,09 20,39 14,38 1,93 57,69 0,008
Controle quente-TM 0,38 3,72 5,60 1,71 83,33 0,002
SLFAqF-UFRRJ 4,0% 0,98 22,95 12,95 80,95 40,78 0,396
Controle frio- UFRRJ 0,38 3,18 2,89 7,18 55,77 0,066
SLFAqQF-TM 4,0% 0,25 3,70 1,58 71,00 80,28 0,078
Controle frio-TM 0,22 1,36 7,30 18,31 72,13 0,065

*SLFAqQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
** Média das médias ao longo de 60 dias.
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A analise estatistica do nimero de ovos das massas ovigeras produzidas pelos
moluscos sobreviventes aos bioensaios, realizada pelo Teste de Kruskal-Wallis, apresentou
diferenca significativa entre os extratos de S. lycocarpum procedente da Estacdo Ecoldgica de
Pirapitinga, Trés Marias, obtidos através da infusdo nas concentra¢des de 10,0% e 4,0%.
Resultados semelhantes foram verificados com o extrato obtido através da maceragao estatica
na concentracdo de 4,0%, apresentando diferenca significativa entre as localidades de
procedéncia da planta. O mesmo foi verificado entre os extratos SLFAqQ-TM 4,0% e
SLFAQF-TM 4,0%, conforme observado na Tabela 5.

Tabela 5. Numero médio de ovos produzidos por Biomphalaria glabrata sobrevivente aos
bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum* ao final de 60 dias de observagao,
sob condi¢des experimentais.

Numero de ovos/molusco dos sobreviventes

Concentragao SLFAqQQ - SLFAQF - SLFAqQ -T™™ SLFAqQF - TM
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 0,88 + 2,667 -
7,0 - - 11,11 +33,333*" -
4,0 7,41 +6,762*% 22,95+ 15,694 20,39 + 16,548 3,70+ 11,110*"

Controle 741 +£6,762%* 3,18 +4,738%4 3,72 + 6,638%>4 1,36 = 1,778

*SLFAqQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras minusculas representam a comparagao por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

A andlise estatistica pelo Teste de Kruskal-Wallis do nimero de ovos por massas
ovigeras evidenciou uma diferenca significativa, somente entre as concentragoes de 10,0% e
4,0% do extrato SLFAqQ-TM, conforme observado na Tabela 6.
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Tabela 6. Numero médio de ovos/massa ovigera de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos
bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum*® aos bioensaios ao final de 60 dias,
sob condi¢des experimentais.

Numero de ovos/massa ovigera dos moluscos sobreviventes

Concentracao SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ - TM SLFAgF - TM
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 0,22 + 0,667 -
7,0 - - 1,55 +4,677*° -
4,0 15,11 +£15,563** 9,62 + 15,093** 14,382+ 10,174>* 1,587 + 4,760**

Controle 7,10 + 6,058*4 2,98 +5,501%* 5,60 +5,439%>A 730+ 14,0624

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintsculas representam a comparagao por extrato e as letras maiusculas entre os extratos.

A analise comparativa entre as duas localidades de procedéncia da planta, no método
de extracdo através da infusdo, demonstrou semelhanga entre os resultados. J4 que os
moluscos submetidos tanto ao extrato SLFAqQ-TM 4,0% quanto ao extrato SLFAqQ-UFRRJ
4,0%, apresentaram elevados percentuais de sobrevivéncia dos moluscos eclodidos.

Em ambos os casos, provavelmente os moluscos mais aptos sobreviveram, de acordo
com a Teoria da Evolugdo: “é o processo pelo qual certa condigdo “favoravel” torna-se cada
vez mais comum de uma geragdo para a seguinte” (DESSEN, 2001).

O mesmo nao ¢ observado no método de maceracdo estatica, verifica-se que o extrato
SLFAqF-UFRRJ 4,0%, apesar do elevado percentual de eclosdo, o percentual de
sobrevivéncia ficou abaixo dos 50,0%. Diferentemente no SLFAqF-TM 4,0% verificou-se
elevados percentuais de eclosdo e sobrevivéncia.

No entanto, quando a comparacdo se da entre os métodos de extragdo, verificam-se
diferencas entre os resultados. O extrato SLFAqQ-TM 4,0% conforme citado anteriormente,
apresenta baixo percentual de eclosdo, porém um elevado percentual de sobrevivéncia, ja o
extrato SLFAQF-TM 4,0% apresentou elevados percentuais de eclosdo e de sobrevivéncia. O
mesmo pode ser verificado na localidade do Campus Seropédica da UFRRJ, o extrato
SLFAqF-UFRRJ 4,0% que apresentou o terceiro maior numero de ovos/massa ovigera,
apresentou o maior percentual de eclosdo, ou seja, o esforco de colocar os ovos foi
compensado, porém nao totalmente, pois seu percentual de sobrevivéncia ficou abaixo dos
41,0%. O contrario pode ser observado no SLFAqQ-UFRRIJ 4,0%.

Através da andlise estatistica do niimero de moluscos eclodidos/nimero de ovos
ratificam-se as diferengas acima citadas. Ha diferenca significativa entre os métodos de
extracdo utilizados, quando comparados pela localidade de procedéncia da planta, Campus
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Seropédica da UFRRJ, na concentragcdo de 4,0%. Resultados significativos, também, foram
observados entre as localidades de procedéncia de S. lycocarpum, quando comparadas pelo
método de maceragdo estatica, na concentracao de 4,0%, conforme verificado na Tabela 7.

Tabela 7. Numero médio de moluscos eclodidos/nimero de ovos de Biomphalaria glabrata
sobrevivente aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum lycocarpum* ao final de 60
dias, sob condi¢des experimentais.

Numero de moluscos eclodidos/n® de ovos dos moluscos sobreviventes

Concentragao SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ -T™M SLFAQF - TM
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 0,055 + 0,166 -
7,0 - - 0,043 + 0,130° -
4,0 0,119+ 0,187** 0,396+ 0,284*% 0,007 + 0,019>*%C 0,078 + 0,236~

Controle 0,009 +0,010** 0,066 + 0,085>* 0,002 + 0,002** 0,065 +£0,054>"

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

4.4. Alteracoes bioquimicas apresentadas por Biomphalaria glabrata exposta aos extratos
aquosos de Solanum lycocarpum nos periodos de 4, 30 e 60 dias apds a realizacao dos
bioensaios

4.4.1 Alteragdes nos niveis de glicose

A variagdo nos niveis de glicose verificada com os moluscos submetidos aos extratos
aquosos de S. lycocarpum procedente da localidade de Trés Marias esta apresentada nas
Tabelas 8 e 9.

Na Tabela 8 sdo comparados os niveis de glicose dos moluscos submetidos aos
extratos aquosos, obtidos através do método de infusdo para o periodo de observagdo de 4
dias. J& na Tabela 9 sdo comparados os niveis de glicose de diferentes periodos de
observacao, com extratos na concentra¢ao de 4,0%, além dos referidos controles.

Foram utilizados nos bioensaios dois grupos controle para a mesma localidade de
coleta da planta, sendo um para o método de extracdo a frio e o outro para o método de
extracdo a quente, ndo havendo diferenga de metodologia para ambos. Devido a um erro
experimental, o grupo controle do bioensaio com o extrato obtido pelo método de infusao, da
localidade de Trés Marias foi desconsiderado nas analises bioquimicas realizadas com 4 dias
de observacao. Para os demais periodos de observagao os grupos controle foram mantidos.

56



Para os moluscos submetidos ao extrato SLFAqF-TM 4,0%, s6 foi possivel realizar a
coleta de hemolinfa no periodo de 4 dias de observacdo, devido ao grande numero de
moluscos mortos durante o bioensaio, sendo assim, os grupos controle de 30 e 60 dias,
referente a este extrato ndo foram expressos.

De acordo com a Tabela 8, a analise estatistica dos niveis de glicose na hemolinfa dos
moluscos demonstrou, no periodo de 4 dias de observagdo, diferenca significativa entre os
extratos SLFAQQ-TM 10,0% e 7,0%, e entre a concentragdo de 10,0% e 4,0% do mesmo
extrato.

Verificou-se, também, diferenga significativa, no extrato SLFAqQ-TM 4,0%, porém
em diferentes periodos observagao, entre 4 dias e 60 dias e, entre 30 e 60 dias. Com o extrato
SLFAqQ-TM 4,0% no periodo de 60 dias apresentou diferenga significativa com o grupo
controle do mesmo periodo, como verificado na Tabela 9.

Os moluscos submetidos ao extrato SLFAqQF-TM 4,0% no periodo de 4 dias de
observacdo apresentaram 24,94 + 4,215 mmol/l de glicose enquanto o grupo controle 36,22 +
11,751 mmol/l. Esses resultados quando analisados estatisticamente ndo apresentaram
diferenca significativa entre si.

De acordo com Thompson & Lee (1986) o conteudo de glicose na hemolinfa de B.
glabrata ¢ precisamente regulado. Mello-Silva (2005) utilizou B. glabrata sobrevivente ao
bioensaio com os extratos aquosos de E. splendens var. hislopii, coletando a hemolinfa apos
48h de observacao. Esta autora verificou que o latex na concentragdo de 0,4 mg/l determinava
um aumento na concentracdo de glicose. Assim como, Ferreira (2006) utilizando a casca de
Stryphnodendron polyphyllum (Martius, 1837) sobre B. glabrata verificou um aumento
significativo nos niveis de glicose entre o grupo controle e¢ os grupos tratados nas
concentragdes de 25 e 50mg/I.

No presente estudo foram verificados niveis elevados de glicose na hemolinfa dos
moluscos sobreviventes aos bioensaios com as maiores concentragdes do extrato SLFAqQ-
TM. Diferencgas significativas foram verificadas entre periodos de observagdo e também, do
grupo testado com o grupo controle. Evidenciando, assim como no trabalho de Mello-Silva
(2005) uma quebra da homeostase dos niveis glicémicos, também observado por Livingstone
& Zwaan (1983) e Liebsch & Becker (1990) em moluscos sob jejum.

Mello-Silva et al. (2006) testaram o extrato aquoso de S. malacoxylon sobre B.
glabrata, realizando a coleta de hemolinfa nos periodos de 24h, 48h e 72h, ndo sendo
verificada diferenca significativa nos niveis de glicose, apesar do extrato de S. malacoxylon
ter reduzido os niveis de glicose na hemolinfa.

Apesar do presente trabalho ndo ter apresentado como objetivo a dosagem de
glicogénio, os resultados obtidos com a quantificacdo de glicose, permitem supor que em
resposta ao estresse causado pela exposi¢cdo aos extratos aquosos de S. /ycocarpum houve uma
aceleracdo da glicogendlise (quebra do glicogénio) o que acarretaria a elevagdo dos niveis
glicémicos, de acordo com Pinheiro (1996) e Lira et al. (2000).

Lira et al. (2000) verificaram uma diminui¢do no conteido de proteinas totais em
Bradybaena similaris (Ferussac, 1821) sob condi¢gdes de jejum, o que indica que o molusco
estava utilizando as proteinas, para suprir suas necessidades energéticas, reduzindo assim os
depdsitos de carboidratos. No entanto, um aumento no conteudo de proteinas totais foi
observado no décimo dia de inani¢do. Segundo Pinheiro (1996) hd uma grande redugao da
concentracdo de glicogénio da glandula digestiva. Esse aumento ¢ devido, provavelmente, a
liberacao de proteinas dos tecidos do molusco, que podem ter sofrido lesdes provocadas pela
inani¢do (LIRA et al., 2000).
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Tabela 8. Concentracdo de glicose na hemolinfa de Biomphalaria glabrata exposta aos
extratos aquosos de Solanum lycocarpum®, obtidos pelo método de infusdo, procedente da
localidade de Trés Marias, no periodo de 4 dias de observagao, sob condigdes experimentais.

Concentracao (%) Concentragdo de glicose (mmol/l)
X £+ DP
SLFAqQ —TM 10,0 36,08 + 4,748
SLFAqQ - TM 7,0 18,20 + 2,666°
SLFAqQ —TM 4,0 21,03 +3,432°

*SLFAqQQ-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estagao Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG);
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05).
O grupo controle quente de 4 dias de observagido ndo consta na Tabela, pois foi descartado.

Tabela 9. Concentracdo de glicose na hemolinfa de Biomphalaria glabrata exposta aos
extratos aquosos de Solanum lycocarpum®, obtidos pelo método de infusdo, procedente da
localidade de Trés Marias, nos periodos de 4, 30 e 60 dias de observacdo, sob condigdes
experimentais.

Concentragdo (%)/tempo pds exposi¢ao Concentragdo de glicose (mmol/l)
X £+ DP
SLFAqQ — TM 4,0/4 dias 21,03 +3,432°
SLFAQQ — TM 4,0%/30 dias 33,24 £ 3,415%
Controle quente/30 dias 37,923 + 0,856"
SLFAQQ — TM 4,0%/60 dias 50,13 +4,212°
Controle quente/60 dias 33,97 + 4,064°

*SLFAqQ-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG);
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si, (P<0,05), no mesmo periodo de observagdo ¢ no
mesmo extrato.
O grupo controle quente de 4 dias de observagdo ndo consta na Tabela, pois foi descartado.

As alteragdes nos niveis de glicose dos moluscos submetidos aos extratos aquosos de
S. lycocarpum procedente de da localidade do Campus Seropédica da UFRRJ, pode ser
verificada na Tabela 10.

A andlise dos niveis de glicose na hemolinfa dos moluscos submetidos aos extratos
apresenta diferenca significativa, somente, entre os extratos SLFAqQ-UFRRJ 4,0 e SLFAqF-
UFRRIJ 4,0%, no periodo de 4 dias, o que pode ser explicado pela quebra da homeostase dos
niveis glicémicos (LIVINGSTONE & ZWAAN, 1983).
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Tabela 10. Concentragao de glicose na hemolinfa de Biomphalaria glabrata exposta aos
extratos aquosos de Solanum lycocarpum* procedente da localidade do Campus Seropédica
da UFRRIJ, nos periodos de 4, 30 e 60 dias de observagado, sob condigdes experimentais.

Concentragdo (%)/tempo pds exposi¢do  Concentracao de glicose (mmol/l)

X £+ DP
SLFAQQ — UFRRIJ 4,0/4dias 6,52 +0,980°
Controle quente/4 dias 427 £ 2,475
SLFAqQ — UFRRIJ 4,0%/30 dias 3,45 +2,457
Controle quente/30 dias 5,55+ 0,889
SLFAqQ — UFRRIJ 4,0%/60 dias 5,84 + 1,405
Controle quente/60 dias 6,50 £ 5,235
SLFAqF — UFRRIJ 4,0%/4 dias 18,97 +1,853°
Controle frio/4 dias 4,01 £0,896
SLFAqF — UFRRJ 4,0%/30 dias 5,35+ 4,830
SLFAqF — UFRRJ 4,0%/60 dias 5,84 + 1,405

*SLFAqQ-UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ);

SLFAqQF-UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ);
Somente as andlises significativas serdo mostradas na Tabela, onde letras distintas indicam médias significativamente
diferentes entre si. (P<0,05).

4.4.2 Alteracdes nos niveis de uréia e acido urico

A Tabela 11 apresenta a variacdo nos niveis de uréia e acido urico dos moluscos
submetidos aos extratos aquosos de S. lycocarpum procedente da localidade de Trés Marias.

Conforme mencionado no item 4.4.1 devido a um erro experimental, o grupo controle
quente, da localidade de Trés Marias foi desconsiderado nas analises bioquimicas realizadas
com 4 dias de observacao. Para os demais periodos de observagcdo o controle quente foi
mantido.

Para os moluscos submetidos ao extrato SLFAqF-TM 4,0%, s6 foi possivel realizar a
coleta de hemolinfa no periodo de 4 dias observagdo, devido ao grande nimero de moluscos
mortos durante o bioensaio, sendo assim, os grupos controle de 30 e 60 dias, referente a este
extrato ndo foram expressos.

Nos niveis de uréia verificou-se uma diferenca significativa entre os extratos:
SLFAqQ-TM 10,0% e 7,0% e entre a concentracdo de 7,0% e a concentragdo de 4,0% do
mesmo extrato, no periodo de 4 dias de observacao. Verificou-se, também, diferenca entre
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extratos da mesma localidade, periodo e concentragdo, porém obtidos através de métodos
diferenciados de extracdo, como o extrato SLFAqQ-TM 4,0% e SLFAqF-TM 4,0%, ambos
com 4 dias de observacdo. Além do extrato SLFAqF-TM 4,0% de 4 dias e o grupo controle.

A andlise estatistica da variagdo nos niveis de 4cido urico na hemolinfa de B. glabrata
exposta aos extratos aquosos de S. lycocarpum nao evidenciou diferenca significativa entre os
resultados obtidos.

A utilizagdo de substratos alternativos tais como proteinas ¢ aminoacidos livres em
substitui¢do aos carboidratos ja escassos, pode ocorrer devido a alguma situagdo de estresse.
Como conseqiiéncia desta utilizagdo, ocorre uma elevacao dos conteudos de produtos
nitrogenados de degradacdo: uréia, acido urico e amonia (PINHEIRO, 2007).

De acordo com Becker & Schmale (1975) os produtos nitrogenados indicam,
dependendo da sua quantidade, a atividade do metabolismo de proteinas. A aceleracdo do
metabolismo de proteinas pode ser observada em uma situacdo de estresse, como por
exemplo, o aumento da taxa de reprodugao.

Becker & Schmale (1978) verificaram que B. glabrata submetida a inanigao e
dessecacdo, apresentou um aumento na concentracdo de uréia. Resultados semelhantes foram
obtidos por Ferreira (2006) que utilizou a casca de Stryphnodendron polyphyllum (Martius,
1837) sobre B. glabrata verificando um aumento significativo nos niveis de uréia entre os
grupos expostos a 50mg/l e 25mg/I.

Quando B. glabrata esta infectada ou sob condi¢des de jejum ¢ estivacao, a producao
de amonia cai aproximadamente 22,0% ou permanece constante. No entanto, a excrecdo de
uréia aumenta de quatro a cinco vezes. J& os niveis de acido Urico nos rins € nos tecidos ficam
muito baixos ou encontram-se abaixo dos limites detectaveis (STANISLAWSKI & BECKER,
1979).

Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, onde houve um aumento
significativo no conteudo de uréia nos moluscos submetidos aos extratos.

Nesta situag@o, observa-se uma mudan¢a do amoniotelismo para uma combinagdo de
amoniotelismo — ureotelismo, durante o periodo de estresse fisioldgico, como uma tentativa
de desintoxicar os aminodcidos ou a amodnia produzida durante o periodo de estresse
(BISHOP et al., 1983).

A uréia ¢ um metabdlito menos téxico, quando comparado ao acido urico, sendo
facilmente eliminado, ja que o molusco habita em um meio rico em agua (BECKER, 1980).

Schmale & Becker (1977) encontraram niveis mais elevados de enzimas do ciclo da
uréia nos tecidos dos moluscos submetidos a estresse, quando comparados com os moluscos
alimentados. A perda de nitrogénio aumentou durante os estresses metabolicos, resultando do
aumento da biossintese da uréia, através da ativagdo da via do ciclo da uréia (BISHOP et al.,
1983). Ou seja, em situacdes de estresse, ha aceleracao do ciclo da uréia, como mecanismo de
detoxicagao do molusco.
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Tabela 11. Concentragao de uréia e acido urico na hemolinfa de Biomphalaria glabrata
exposta aos extratos aquosos de Solanum lycocarpum® procedente da localidade de Trés
Marias, nos periodos de 4, 30 e 60 dias de observagao, sob condigdes experimentais.

Analise bioquimica (mmol/I)

Concentragao (%) /tempo pos exposi¢ao Uréia Acido trico
X+ DP X+ DP

SLFAqQQ — TM 10,0/4 dias 123,53 +£23,892° 2,02+0,142
SLFAqQQ — TM 7,0/4 dias 679, 36 + 128,55 1,64 £ 0,336
SLFAqQQ — TM 4,0/4 dias 81,950 + 32,735%¢ 1,37 £ 0,427
SLFAQQ — TM 4,0%/30 dias 148,60 + 28,418 1,483 £ 0,530
Controle quente/30 dias 266,69 + 41,190 1,41 £ 0,502
SLFAQQ — TM 4,0%/60 dias 202,23 + 89,699 3,10+ 0,877
Controle quente/60 dias 479,74 £ 127,88 1,64 £0,177
SLFAQF — TM 4,0%/4 dias 56,92 + 28,485™P 1,96 + 0,160
Controle frio/4 dias 278,48 + 86,513B 1,84 +£0,319

*SLFAqQ-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estagdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG);
SLFAQF-TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estagdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

Somente as analises significativas estdo demonstradas na Tabela, onde letras distintas indicam médias significativamente

diferentes entre si. (P<0,05).Letras minusculas representam a comparagio por extrato (SLFAqQ-TM) no periodo de 4 dias;

letras maiusculas comparam o extrato através do método de macerag@o estatica, e as letras (C e D) comparam os métodos de

extracdo, dos extratos na concentragdo de 4,0% com 4 dias de observagao.

As alteracdes nos niveis de uréia e acido trico dos moluscos submetidos aos extratos
aquosos de S. lycocarpum procedente da localidade do Campus Seropédica da UFRRJ, pode
ser verificada na Tabela 12. Nao foi evidenciada diferenca significativa entre as concentragdes

de uréia, nem de acido urico.
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Tabela 12. Concentragao de uréia e acido urico na hemolinfa de Biomphalaria glabrata
exposta aos extratos aquosos de Solanum lycocarpum* procedente da localidade do Campus
Seropédica da UFRRIJ, nos periodos de 4, 30 e 60 dias de observagdo, sob condi¢des
experimentais.

Analise bioquimica (mmol/l)

Concentragdo (%)/tempo pds exposi¢cao Uréia Acido trico
X +DP X+ DP
SLFAqQ — UFRRIJ 4,0/4 dias 19,14 + 12,608 0,44 £ 0,401
Controle quente/4 dias 161,55 + 178,22 0,23 £ 0,030
SLFAqQ — UFRRJ 4,0%/30 dias 12,56 + 6,475 0,08 +0,081
Controle quente/30 dias 35,30 £ 45,925 0,28 £0,144
SLFAqQ — UFRRJ 4,0%/60 dias 12,56 + 6,475 0,74 +£0,478
Controle quente/60 dias 8,37 + 8,486 0,28 £0,144
SLFAQF — UFRRI 4,0%/4 dias 81,38 +£24,241 0,87 £0,147
SLFAQF — UFRRIJ 4,0%/30 dias 49,07 + 58,576 0,54 + 0,266
SLFAQF — UFRRIJ 4,0%/60 dias 30,52 + 23,340 2,29 +2,245
Controle frio/4 dias 59,840 + 38,102 0,95 +0,215

*SLFAqQ-UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ);

SLFAqQF-UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ);
As analises ndo estdo demonstradas na Tabela, pois ndo foram significativas.

4.5 Efeitos cronicos verificados na geracao F1 de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos
bioensaios com extratos aquosos de Solanum Ilycocarpum ao final de 90 dias de
observacao

4.5.1 Influéncia sobre a taxa de mortalidade dos moluscos da geracio F1

A andlise estatistica do nimero de moluscos mortos da geracdo F1, ao final dos 90
dias de observacao, realizada através do Testes de Kruskal-Wallis, verificada na Tabela 13,
demonstrou que héa diferenga significativa entre os resultados obtidos a partir dos moluscos
sobreviventes aos extratos SLFAqQ e SLFAQF na concentracdo de 4,0% da localidade do
Campus Seropédica da UFRRJ com seus respectivos grupos controle.
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A andlise por extrato, comparando-se as localidades de procedéncia da planta, na
concentragdo de 4,0%, demonstrou diferenca significativa, somente no método de extracao
por infusao.

Tabela 13. Numero médio de moluscos mortos da geracdo F1 de Biomphalaria glabrata
obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum
lycocarpum™ ao final de 90 dias sob condi¢des experimentais, sob condigdes experimentais.

Numero de moluscos mortos da geracao F1

Concentragdo  SLFAQQ - UFRRJ SLFAQF - UFRRJ SLFAqQ - TM SLFAqgF - T™M
(%0)

4,0 11,167 £ 17,471** 42,000 + 118,810**® 0,916 = 1,881*%  0,8333 + 1,193**B

Controle 0,166 + 0,577%4 0,667 + 1,231%4 04 0,583 + 1,165

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

4.5.2 Influéncia sobre a reproducio dos moluscos da gerac¢ao F1

Na Tabela 14 pode ser verificada a biologia reprodutiva dos moluscos da geracao F1
ao final dos noventa dias de observagdo, analisando-se os seguintes parametros: massas
ovigeras/molusco, ovos/molusco, ovos/massa ovigera, percentual de eclosdo, percentual de
sobrevivéncia dos moluscos eclodidos e o nimero de moluscos eclodidos/nimero de ovos.

O ntimero de massas ovigeras da geracao F1 foi bem menor quando comparada com o
nimero de massas ovigeras dos moluscos sobreviventes.

De todos os grupos testados somente os moluscos sobreviventes aos bioensaios com os
extratos SLFAQQ-TM na concentragdo de 10,0% e na concentragdo de 7,0%, produziram
massas ovigeras, das quais originou-se a geracao F1, conforme observado na Tabela 14.

Na Tabela 14 verifica-se que o extrato SLFAqQ-TM 10,0% foi o grupo exposto que
apresentou a maior média de massas ovigeras/molusco, ovos/molusco, ovos/massa ovigera e o
maior percentual de eclosdo (80,33%). Consequentemente apresentou a maior média de
moluscos eclodidos/niumero de ovos. No entanto, o percentual de sobrevivéncia dos moluscos
eclodidos (geragao F2), foi de aproximadamente 33,0%.

Ja os moluscos da geracao F1 obtida através dos moluscos sobreviventes ao extrato
SLFAqQQ-TM 7,0% apresentaram baixissimas médias de massas ovigeras/molusco,
ovos/molusco e ovos/massa ovigera. Além disso, nao foi verificada a eclosdo ao longo dos 90
dias de observacao, como verificado na Tabela 14.

A geracdo F1 obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com todos os
extratos utilizados na concentragdo de 4,0%, ndo produziram massas ovigeras, ao longo dos
90 dias de observacao, de acordo com a Tabela 14.
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Os moluscos dos grupos controle apresentaram médias semelhantes, sendo que um
deles apresentou a maior média de massas ovigeras/molusco, o que ndo acarretou a maior

média de ovos/molusco, nem de ovos/massas ovigeras.
Somente um dos grupos, Controle frio-TM, ndo apresentou moluscos eclodidos. Os

demais grupos controle apresentaram 100,0% e 50,0% de sobrevivéncia da geracdo F2
conforme observado na Tabela 14.

64



Tabela 14. Biologia reprodutiva da geracdo F1 de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum
lycocarpum™® ao final de 90 dias de observacao, sob condi¢des experimentais.

Massas Ovos/molusco**  Ovos/massas (%) de

Extrat tili * o c A .
xtratos utilizados (%) de eclosdo  sobrevivéncia  Eclodidos/n®

ovigeras/molusco™* ovigeras™*
ovos™*
SLFAqQ-UFRRIJ 4,0% 0 0 0 0 0 0
Controle quente-UFRRJ 0,075 1,404 3,100 0,80 100 0,0006
SLFAqQ-TM 10,0% 0,642 20,860 9,464 80,33 32,77 0,7178
SLFAqQ-TM 7,0% 0,007 0,06 1,041 0 0 0
SLFAqQQ-TM 4,0% 0 0 0 0 0 0
Controle quente-TM 0,125 1,225 4,014 5,44 50 0,0208
SLFAqF-UFRRIJ 4,0% 0 0 0 0 0 0
Controle frio-UFRRJ 0,016 0,166 2,282 2,98 50 0,005
SLFAQF-TM 4,0% 0 0 0 0 0 0
Controle frio-TM 0,010 0,08 1,875 0 0 0

*SLFAQQ — UFRRI (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ).
SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
** Média das médias ao longo de 90 dias.
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De acordo com a Tabela 15, a analise estatistica demonstrou uma diferenca
significativa entre o numero de massas ovigeras/molusco produzidas pela geracdo F1 obtida a
partir dos moluscos sobreviventes ao extrato SLFAqQ-TM entre as concentracdes de 10,0%,
7,0%, 4,0% e do grupo controle. Nao havendo diferenca entre os resultados obtidos com a
geracdo F1 obtida a partir dos demais moluscos sobreviventes.

Tabela 15. Numero de massas ovigeras/molusco produzidos pela geracdo F1 obtida a partir
de Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum
lycocarpum™® ao final de 90 dias, sob condigdes experimentais.

Numero de massas ovigeras/molusco

Concentracao SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ -T™M SLFAqgF - T™M
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 0,642 £ 0,868" -
7,0 - - 0,007 +0,018" -
4,0 0™ (i 0>A 0™A

Controle 0,075 +0,154** 0,016 +0,027**  0,125+0,191>* 0,010 = 0,019**

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

A Tabela 16 apresenta a analise estatistica do numero de ovos/molusco. Verificou-se
que houve diferenca significativa, somente, entre os resultados obtidos com a geragdo F1
obtida a partir dos moluscos sobreviventes ao extrato SLFAqQ-TM, nas concentragdes de
10,0%, 7,0 e 4,0%.
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Tabela 16. Numero de ovos/molusco produzidos pela geragdo F1 obtida a partir de
Biomphalaria glabrata sobrevivente aos bioensaios com extratos aquosos de Solanum
lycocarpum™ ao final de 90 dias, sob condigdes experimentais.

Numero de ovos/molusco

Concentracao SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ -T™M SLFAqgF - T™M
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 20,860 £ 21,340° -
7,0 - - 0,060 + 0,133" -
4,0 0™ 0> 0>A 0™A

Controle 1,042 £2.437%* 0,166 +0,0278%* 1,225+ 1,708*>* 0,085 = 0,230**

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

Quando a andlise estatistica do nimero de ovos ¢ feita pela quantidade de massas
ovigeras presentes, observa-se que a diferenca sé ocorre entre a concentracdo de 10,0% e
4,0% do extrato SLFAqQ-TM, conforme verificado na Tabela 17.
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Tabela 17. Numero de ovos/massa ovigera produzidos pela geracdo F1 de Biomphalaria
glabrata obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com extratos aquosos de
Solanum lycocarpum™® ao final de 90 dias, sob condi¢gdes experimentais.

Numero de ovos /massa ovigera

Concentracao SLFAQQ - SLFAQF - SLFAqQ -T™M SLFAqgF - T™M
(%) UFRRJ UFRRJ
10,0 - - 9,464 + 11,776" -
7,0 - - 1,042 £ 2,491 -
4,0 0™ 0> 0>A 0™A

Controle 3,100 +7,597%* 2283 £4,169** 4,014 +5366>* 1,875+4411%*

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

Assim como verificado nos parametros: massas ovigeras/moluscos € numero de ovos
tanto por molusco quanto por massa ovigera, a diferenga significativa encontra-se apenas
entre os resultados obtidos com a geragao F1 obtida a partir dos moluscos sobreviventes ao
bioensaio com o extrato SLFAqQ-TM, entre a concentragdo de 10,0% e as demais
concentragdes, conforme verificado na Tabela 18. Os resultados obtidos demonstram que,
neste caso, nao foi observado o processo de compensacao no parametro da eclosdo. Contudo,
pode ter ocorrido alguma alteracdo genética em seu processo reprodutivo, ja& que houve
influéncia do extrato na geragdo seguinte.
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Tabela 18. Numero de moluscos eclodidos/nimero de ovos da geragdo F1 de Biomphalaria
glabrata obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com extratos aquosos de
Solanum lycocarpum™® ao final de 90 dias, sob condi¢gdes experimentais.

Numero de moluscos eclodidos/numero de ovos

Concentragdo SLFAqQ - UFRRJ SLFAQF - SLFAqQ - TM SLFAqF - TM
(%) UFRRJ
10,0 - - 0,717 + 1,225 -
7,0 - - 0° -
4,0 Oa,A Oa,A Ob Oa,A
Controle  0,0006 + 0,002** 0,005+ 0,017%* 0,020 + 0,049"* 0"

*SLFAQQ — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQF — UFRRIJ (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Campus Seropédica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ).

SLFAqQ — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, quente, Estacdo Ecologica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).

SLFAQF — TM (Solanum lycocarpum, folha, aquoso, frio, Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, Trés Marias, MG).
Letras distintas indicam médias significativamente diferentes entre si. (P<0,05)
Letras mintisculas representam a comparago por extrato e letras maiusculas entre os extratos.

O mais interessante ¢ que os moluscos da geracao F1, obtida a partir dos sobreviventes
ao extrato SLFAqQF-UFRRJ 4,0%, que apresentaram o maior percentual de eclosdo, nao
resultou em elevados percentuais de sobrevivéncia dos moluscos eclodidos. Sendo estes, os
moluscos que apresentaram o segundo maior numero de massas ovigeras/molusco e o terceiro
maior numero de ovos/massa ovigera.

O que refletiu na geracdo F1, pois tanto o método de extragdo quanto a localidade de
procedéncia da planta, influenciaram a sobrevivéncia dos moluscos eclodidos. O método de
maceragdo estatica determinou uma maior taxa de mortalidade, se comparado ao método de
infusdo. Isso ocorre, quando a localidade de estudo ¢ o Campus Seropédica da UFRRJ na
concentragao de 4,0%.

Os resultados obtidos no presente estudo encontram apoio em Oliveira-Filho (2003).
Segundo este autor, durante o crescimento da geragdo F1 de B. temagophila exposta ao
endosulfan (inseticida) de forma continuada, os moluscos recém eclodidos apresentaram
maior suscetibilidade, o que resultou em elevados percentuais de mortalidade. Isto porque, os
embrides, protegidos no interior dos ovos e pela massa que os envolve, s3o menos suscetiveis
que os moluscos adultos e os recém-eclodidos.

Os moluscos da geracao F1 obtida a partir dos sobreviventes dos bioensaios com os
extratos SLFAQQ-TM 10,0% e 7,0% e SLFAQF-TM 4,0% que apresentaram nimero reduzido
de massas ovigeras e ovos, apresentaram elevados percentuais de sobrevivéncia, neste caso
pode-se dizer que houve uma interferéncia expressa na forma de compensacao da fecundidade
na eclosao.

Souza (1992) utilizou extratos hexanicos de Anacardium occidentale L. (castanha-de
caju) sobre B. glabrata, verificando uma reducdo de 2,5 a 7 vezes do niumero de massas
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ovigeras/molusco e de 40,6 a 55,4% do niumero médio de ovo/molusco, quando comparado
com o grupo controle.

Analogamente, Mello-Silva (2005) também avaliou a biologia reprodutiva de B.
glabrata sobrevivente ao bioensaio utilizando a CLs de E. splendens var. hislopii analisando-
os por cinco semanas. Quando analisou o numero total de massas ovigeras, verificou que
ocorreu uma redug¢do de 52,01% do grupo tratado para o grupo controle, o mesmo foi
observado quando a comparacdo foi feita pelo numero de massas ovigeras/molusco,
apresentando uma redug¢do de 25,14%. Tanto o numero de ovos/molusco, quanto o nimero de
ovos/massa ovigera apresentaram reducao quando comparados ao grupo controle, porém até a
terceira semana. No entanto, a partir da quarta semana houve um aumento no numero de ovos,
em ambos 0s grupos.

Neste caso, ocorreu o processo de compensacdo da fecundidade, pois o nimero de
massas ovigera foi reduzido, porém, o nimero de ovos por massa ovigera aumentou. Seria um
processo de maior eficiéncia energética (MINCHELLA, 1985).

Mello-Silva (2005) observou diferenga significativa no nimero médio de moluscos
eclodidos entre o grupo testado e controle, que apresentaram durante todo o periodo de
observagao maior eclodibilidade do que os tratados.

O trabalho de Corréa (2006) também avaliou a biologia reprodutiva de B. glabrata
apos 24h de observagdo, em bioensaios com a casca do caule de Pterodon emarginatus Vogel,
Magonia pubescens St. Hil. e Croton urucurana Baill. O p6 destas espécies foi submetido,
separadamente, por percolagcdo com etanol por 72h, por duas vezes consecutivas.

O extrato de M. pubescens nas concentragdes de 100, 50, 25 e 12,5 ppm, ndo
influenciaram a eclosdo das massas ovigeras, porém os extratos de P. emarginatus e C.
urucurana ambos na concentragdo de 100 ppm, apresentaram um aumento no numero de
massas ovigeras durante as oito semanas de observagdo, quando comparados com o grupo
controle (CORREA, 2006).

Alguns trabalhos expdem as massas ovigeras dos moluscos diretamente ao extrato, o
que normalmente requer uma maior concentragdo do mesmo, para que possa ser verificada
sua acao.

Um exemplo ¢ o trabalho de Leyton et al. (2005) que verificaram que solugdes de
concentracdo de até 1000ppm, obtidas a partir dos extratos aquosos a quente e a frio de L.
esculentum, nao demonstraram efeito sobre as desovas de B. glabrata.

Elevadas concentragdes dos extratos, também, foram necessarias para as desovas de B.
glabrata expostas a FEuphorbia cotinifolia L., aproximadamente 20 vezes superiores as
utilizadas para moluscos adultos (PEREIRA et al., 1978). Assim como Schall et al. (1998)
que verificaram que para atingir 100,0% de mortalidade das massas ovigeras de B. glabrata
seria necessario uma concentragdo de 1500 ppm, e apenas 0,2 ppm para moluscos recém-
eclodidos, a semelhanca dos adultos.

Corréa (2006) exp0Os as massas ovigeras por 24h aos extratos de M. pubescens e P.
emarginatus nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 ppm, verificando que nao houve influéncia
sobre a eclosdo, pois 100,0% dos moluscos eclodiram, porém houve 100,0% de mortalidade
dos recém-eclodidos.

A dificuldade de agdo dos extratos sobre as massas ovigeras, também, foi verificado
por Rouquayrol et al. (1973). Estes autores verificaram que os extratos organicos de
Pithecelobium multiflorum Bent. eram menos ativos sobre as massas ovigeras do que sobre os
moluscos adultos de B. glabrata.

Segundo Joosse & van Elk (1986), quando os moluscos sdo submetidos a condi¢des de
estresse, podem apresentar alteragdes nas suas vias metabdlicas, desencadeando, como por
exemplo, uma alteragdo em seu processo reprodutivo.
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Vérios estudos demonstraram as alteracdes na funcdo reprodutiva de moluscos
infectados com larvas de trematddeos, geralmente o processo de castracdo parasitaria, que por
defini¢do de Baudoin (1975) é: “a destruicdo dos tecidos da gonada dos parasitos”,
classificando-a em direta, onde ha uma interferéncia direta sobre as gonadas dos moluscos ou
indireta, onde hd o desvio de nutrientes, que seriam utilizados para o desenvolvimento e
manuten¢do das gonadas ou por acdo de hormdnios.

A relagdo B glabrata - S. mansoni, pode produzir um aumento do numero de massa
ovigeras, no inicio do processo de infeccdo, para compensar, o numero reduzido de massas
ovigeras produzidas durante o desenvolvimento do parasito (MINCHELLA, 1985).

Thornhill et al. (1986), também, estudaram a relacdo B. glabrata — S. mansoni e
verificaram um aumento significativo no nimero médio de ovos nos periodos de 14 a 21 e 22
a 28 dias de infeccdo, e também, um aumento do nimero de ovos por massa ovigera.

Oliveira-Filho (2003) investigou os efeitos de reconhecidos moluscicidas (sulfato de
cobre, hidroxido de trifenil estanho, niclosamida e Euphorbia milli, que foram testados nas
concentragcdes sub-letais, sobre o desenvolvimento embriondrio de B. glabrata, apds
exposi¢ao de 4 dias e observagdo continua de 6 dias.

A exposicdo a niclosamida ndo ocasionou malformacdes embrionarias, sendo letal
para os embrides em CLsg inferior ao do sulfato de cobre e para o latex. Os grupos expostos
ao sulfato de cobre e trifenil estanho, apresentaram poucas malformacdes e efeitos
embrioletais. O latex de E. milli foi praticamente desprovido de efeito embrioletal nas
primeiras 24h, mas um expressivo efeito teratogénico, induzindo malformagdes nos embrides
em concentragdes a partir de 1mg/L, sendo a partir de 10mg/L notadas em 100,0% dos
individuos vivos (OLIVEIRA-FILHO, 2003).

Oliveira-Filho (2003) realizou também, um estudo para avaliar os efeitos cronicos de
substancias quimicas de comprovada presenca no ambiente aquatico (endosulfan — inseticida,
nonilfenol etoxilado - intermedidrio na industria quimica: emulsificantes, dispersantes,
detergentes, e atrazina - herbicida) sobre a sobrevivéncia e a reproducdo de B. tenagophila,
através de exposi¢ao continua e descontinuada, visando a reversibilidade dos efeitos, apos sua
retirada.

O endosulfan, apresentou um efeito inibitorio sobre a reproducdo de B. tenagophila na
concentragdo de 0,1 mg/L. No entanto, cessada a exposicdo, ou seja, geragdo F1 ndo exposta,
houve uma aparente efeito rebote, quanto aos parametros relacionados a fecundidade
(ovos/individuo e massas ovigeras/individuo). O que sugere, ndo somente que a inibi¢do foi
revertida como ha também uma estimulacao compensatoéria (OLIVEIRA-FILHO, 2003).

Diferentemente, do trabalho de Oliveira-Filho (2003), no presente estudo, foi utilizada
somente a exposi¢do descontinuada, ou seja, sem a presenga do extrato ao longo dos 90 dias
de observagdo, somente, os moluscos da geragdo FO foram submetidos aos extratos. Nao
sendo verificada irreversibilidade dos parametros da fecundidade da geracao F1. J4 que os
moluscos que foram submetidos a todos os extratos na concentracdo de 4,0% ndo
apresentaram massas ovigeras ao longo dos 90 dias de observagdo, conforme Tabela 13. Ou
seja, o efeito inibitdrio prosseguiu da geracdo FO para a geracdo F1. Estudos posteriores
deverdo ser realizados para maior detalhamento da acdo dos extratos sobre a fisiologia
reprodutiva dos moluscos.

Ao testar o nonilfenol etoxilado, Oliveira-Filho (2003) verificou na geragao F1 um
aumento significativo de malformagdes no grupo exposto a maior concentra¢do (1,0 mg/L),
nao havendo eclosao dos embrides malformados ao final do periodo de observacdao de 10 dias

De acordo com Oliveira-Filho (2003) a geracdo FO, quando submetida, ao nonilfenol
etoxilado nas concentragdes de 0,1 e 1,0 mg/L, apresentou reducao da fecundidade, expressa
no nimero de ovos e massas ovigeras/molusco. Czech et al. (2001) observou uma diminui¢ao
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significativa do niimero de massas ovigeras de caramujos da espécie Lymnaea stagnalis
(Linnaeus, 1758) expostos a concentracao de 0,1 mg/L do 4-nonilfenol.

No presente estudo, os unicos moluscos que produziram massas ovigeras foram
aqueles da geragdo F1 obtida a partir dos moluscos sobreviventes aos bioensaios com o0s
extratos SLFAqQ-TM nas concentragcdes de 10,0% e 7,0%. No entanto, apesar de
apresentarem um elevado percentual de eclosdo, o percentual de sobrevivéncia na
concentracdo de 10,0% foi de aproximadamente 33,0%. Ja na concentracao de 7,0%, apesar
da presenca de massas ovigeras, ndo houve moluscos eclodidos, ao longo dos 90 dias de
observacao, conforme verificado na Tabela 10.

Analogamente ao presente estudo, Oliveira-Filho (2003) verificou que a exposi¢ao da
geragao FO a atrazina na menor concentragdo (0,1mg/L) resultou uma média de ovos maior do
que a do grupo controle. Ou seja, pode ter ocorrido um processo compensatorio, pois embora
o grupo tenha tido nimero menor de desovas por individuo, essa diferenca foi compensada
pela maior média de ovos por desova (OLIVEIRA-FILHO, 2003).

Oliveira-Filho (2003) verificou que a exposi¢ao continuada, tem um efeito na biologia
reprodutiva da geracdo F1, que tiveram a fecundidade reduzida e o comprometimento no
desenvolvimento dos embrides nas suas desovas.

No entanto, quando a reproducdo da geracdo FI teve sua exposicao descontinuada,
Oliveira-Filho (2003) nao verificou diferenca significativa em todos os parametros analisados
em relagdo ao grupo controle, o que se mostrou contrario aos resultados obtidos no presente
estudo, pois este apresentou influéncia dos extratos aquosos de S. lycocarpum, de forma
descontinuada apos 24h de observacdo dos moluscos sobreviventes aos bioensaios, sobre a
geracdo F1.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que alguns extratos ndo
apresentaram influéncia sobre a formagao das massas ovigeras pela geragdao F1, o que seria
considerado como efeito ovicida, mas, sim sobre a eclodibilidade. Estes resultados podem
sugerir um efeito teratogénico, conforme observado por Oliveira-Filho et al. (1999), com
moluscos expostos ao latex de E. milli.

De acordo com (BANTLE, 1995), o desenvolvimento do embrido ¢ considerado uma
das etapas mais suscetiveis aos efeitos adversos de substancias quimicas, pois durante esse
periodo, os processos realizados para gerar um organismo multicelular, sdo sensiveis e
perturbaveis.

Para maior esclarecimento da agdo bioldgica apresentada pelos extratos utilizados no
presente estudo, torrna-se necessaria a realizacdo de novos ensaios bioldgicos que permitam
melhor avaliar a atividade moluscicida de S. lycocarpum. Assim como também, detalhamento
da composicao quimica e seus mecanismos de agao.
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5 CONCLUSOES

Os extratos aquosos de Solanum lycocarpum procedentes de ambas as localidades de
coleta da planta apresentaram atividade moluscicida.

A utilizacdo de amostras de planta da mesma espécie, porém de localidades diferentes,
possibilita avaliar a influéncia de fatores abidticos, sobre os constituintes quimicos da
planta e consequentemente sobre seu potencial moluscicida.

A utilizagdo de métodos diferenciados de extragdo influenciou a determinagdo da
CLgo, somente em uma das localidades de coleta da planta, tendo o método de
maceracdo estatica determinado a menor CLgy, quando comparado ao método de
infusdo.

O método de extragdo “a frio”- maceracdo estatica se mostrou equivalente ao método
tradicional de infusdo nas maiores concentragdes, sendo o mais eficiente na menor
concentracao testada, na localidade de Trés Marias.

A observagao dos moluscos sobreviventes aos bioensaios € da geracao F1 possibilita
avaliar parametros como a reprodu¢do, quando se objetiva o controle das espécies,
sendo necessdria a inclusdo desta metodologia nos protocolos para testes
moluscicidas.

Os individuos recém-eclodidos da geracao F1 foram mais suscetiveis ao efeito letal
das substancias investigadas, provavelmente um efeito teratogénico, com provaveis
malformagdes. Assim, como o parametro mortalidade da geracdo F1, sendo o efeito
inibitdrio passado da geragdo FO para a geracdo F1.

Foi verificado efeito sobre a producdo de massas ovigeras da geracdo FI, na
concentragdo de 4,0% em ambas as localidades de coleta com os métodos de extragdo
utilizados.

Os extratos aquosos de S. lycocarpum causaram alteragdes nos niveis de glicose, uréia
e acido urico da hemolinfa dos moluscos, apenas de uma das localidades de coleta da
planta. Os moluscos podem ter degradado as reservas energéticas através da
glicogenolise, além de possivelmente ter alterado os niveis de proteinas totais na
hemolinfa, causando alteracdo na excrecdo dos produtos nitrogenados, necessario para
a sobrevivéncia do molusco.
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