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RESUMO

SILVA, Lidiane Cristina.Altera¢@es reprodutivas e fisiologicas emBradybaena similaris
FERUSSAC, 1821 (Bradybaenidae),Leptinaria unilamellata (D’ Orbigny, 1835) e
Subulina octona (Brugtiere, 1789) (Subulinidae) expostas ao extrato aquoso 8Selanum
paniculatum (A.St. Hill) e Solanum lycocarpum (Solanaceae). 2013. 129 f. Tese (Doutorado

em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Moluscos terrestres sao importantes elos no ciclo de vida de helmintos, pois atuam como
hospedeiros intermediarios de diversas espécies. Muitas vezes a continuidade do ciclo de vida
de parasitos é depende da relacdo com os hospedeiros moluscos. Desse modo, o controle das
populacdes de moluscos diminui as chances de infec¢é@o e continuidade do ciclo biolégico do
parasito. Assim foram objetivos desse estudo avaliar a agdo moluscicida do extrato aquoso de
S. paniculatune S. lycocarpune calcular as concentracdes letal e subletal sobre trés espécies
de moluscos terrestres hospedeiras de paraBitasmilaris L. unilamellatae S. ocotana
Também foram avaliadas as alteracdes na fecundidade e no metabolismo de carboidratos
através da andlise da concentracdo de glicose e atividade da desidrogenase lactica na
hemolinfa, o contetdo de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa e contetdo
de galactogénio na glandula de albumen de moluscos expostos a concentracdo subletal de
ambas as plantas durante 72 horas, em intervalos de 24 horas. Avaliou-se também a
concentracdo de proteinas totais, 4cido Urico e ureia dos animais expostos a a concentragcao
subletal de ambas as plantas durante mesmos intervalos. Foi verificada a reducdo da
concentracdo de glicogénio na glandula digestiva das trés espécies com elevacdo da
concentrac@o de glicose na hemolinfa e glicogénio na massa cefalopediosa indicando que a
intoxicacdo provocada pelos extratos alterou a regulagdo glicémica dos animais. Houve
também o aumento significativo da atividade da lactato desidrogenase principalmente nos
moluscos expostos a glde S. paniculatumnas primeiras 24 horas ap0s a exposi¢éao,
demonstrando que nesse periodo houve aceleracdo do metabolismo anaerdbio possivelmente
devido aos efeitos da intoxicacdo. A reducdo da fecundidade dos moluscos expostos pode
estar relacionada ao direcionamento das reservas para a desintoxica¢do e sobrevivéncia dos
animais. Os resultados demonstram, portanto, que o0s extratos de ambas as plantas
promoveram alteracdes fisiolégicas nos moluscos, as quais refletiram negativamente na
fecundidade, havendo um processo de castracdo parcial dos moluscos pelo desvio de
nutrientes que seriam destinados & atividade reprodutiva. Houve redugéo da concentracao de
proteinas totais naB. similarise L. unilamellata Esse resultado pode estar relacionado aos
principios ativos presentes nos extratos, principalmente os taninos que se ligam a proteinas
causando sua inativacdo ou a utilizacdo dessas como fontes de energia. Também foi
observado que exposicdo aos extratos causou um desvio do padrdo excretor de uricotélico
para ureotélico na espédie similarise provocou o acionamento das duas rotas excretoras de
modo a reduzir os efeitos toxicos dos extratos nas espeaiagamellatae S. octonaPode-

se concluir que os extratos d& paniculatume S. lycocarpumapresentaram efeito
moluscicida e provocaram alteragdes metabdlicas consideraveis que culminaram na reducao
da fecundidade e mortalidade dos moluscos.

Palavras-chave: Extrato vegetal, carboidratos, fecundidade, moluscicida, produtos
nitrogenados.
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ABSTRACT

SILVA, Lidiane Cristina. Reproductive and physiological alterations irBradybaena
similarisFERUSSAC, 1821 (Bradybaenidae),eptinaria unillameata(D’ Orbigny,

1835) andSubulina octona (Brugtiére, 1789) (Subulinidae) exposed to the aqueous
extract of deSolanum paniculatum (A.St.-Hill) and Solanum lycocarpum (Solanaceae).
2013.129p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Land snails are important as intermediate hosts in the life cycle of several helminths species.
In most cases, continuation of parasites life cycle is dependent of its relation with snail hosts.
In this way, the control of snail’'s population reduces the chance of infection and continuation
of biological cycle of parasites. Thus, the aim of this study was to evaluate the moluscicidal
effect of the aqueous extract ®f paniculatunandS. lycocarpunmand calculate the lethal and
sublethal concentrations in three land snails species that participate in parasites lifB.cycle,
similaris, L. unilamellataandS. ocotanalt were also evaluated alteration in fecundity and in
carbohydrates metabolism by analysis of glucose concentrations and by the activity of lactate
dehydrogenase in hemolymph, glycogen content in digestive gland and cephalopedial mass
and galactogen content in albumem gland of snails exposed to sublethal concentrations of
both plants during 72 hours, with 24 hours intervals. The content of total proteins, uric acid
and urea were also evaluated. It was verified a reduction in glycogen concentration of
digestive gland of the three species with an increasing in glucose levels in hemolymph and
glycogen of cephalopedial mass indicating that the intoxication caused by the extracts
changed the glycemic regulation in animals. There was also a significantly increasing in
lactate dehidrogenase activity, mainly in snails exposed to thgofS. paniculatunin the

first 24 hours after exposure, showing acceleration of anaerobic metabolism in this period,
probably due to intoxication effects. The reduction in fecundity in exposed snails can be
related to the utilization of energetic reserves to detoxification and survival of animals.
Therefore, results demonstrate that the extracts of both plants caused physiological alterations
in snails, that has negatively reflects in fecundity, with a process of partial castration of snails
by a deviation of nutrients that would be allocated to reproduction. It was observed a
reduction in total proteins content B similaris and L. unilamellata This result can be
related to the active principles presents in extracts, mostly tannins that can bound to proteins
causing its inactivation or the allocation of it as energy source. It was also observed that the
exposure to the extracts caused a deviation in uricotelic pattern to ureoRelisimnilarisand
provoked the activation of both excretory routes in order to reduce the toxic effects of extracts
in L. unilamellataand S. octona lt is possible to conclude that the aqueous extracS. of
paniculatum and S. lycocarpumpresented moluscicidal effect and provoked metabolic
alteration that culminated in reduction of fecundity and mortality of snails.

Key Words: Carbohydrate, fecunduty, molluscicide, nitrogen products, vegetal extracts
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1 INTRODUCAO

O filo Mollusca apresenta-se como o0 segundo mdimrzboldgico, sendo superado
em nimero de espécies apenas por Insecta (VALENT2NE4). Os gastropodes pulmonados
apresentam grande diversidade, sendo estimadastérecia de mais de 30.000 espécies,
distribuidas por uma ampla variedade de habitafs (R, 2001).

A grande distribuicdo na natureza se deve printipate a capacidade adaptativa
desses animais que apresentam uma série de dasdigmlogicas e comportamentais que
garantiram a colonizagdo de habitats variados (HYQR002). Porém, a degradagdo desses
habitats acabou por aproximar esses animais dasnidades humanas nas quais prnvncam
prejuizos econdmicos em plantagfes e hortas resaien

Assim como é grande a diversidade de espéciesp ndiersas também sao as
relagdes ecoldgicas desses animais com outrosgyrapde se destaca a estreita relagdo com
helmintos parasitos (WEBSTER et al., 2007), e agaboriedade de um molusco nos ciclos
biolégicos dos trematddeos digenéticos. Desse nmdontrole das popula¢cdes de moluscos
é uma estratégia eficiente para o controle daslagpes de certos parasitos (D’AVILA et al.,
2004; CATHANHEDE, et al., 2010).

Os moluscicidas sintéticos utilizados atualmentesgntam uma elevada toxidez ao
ambiente (GASPAROTTO et. al.,, 2005), muitos sdoaaebde metaldeido que é uma
substancia toxica para outras espécies de anirhariclosamida é o Unico moluscicida
sintético recomendado pela Organizacdo Mundialalel& (OMS) (WHO, 2002), todavia, o
seu alto preco, alto custo operacional, danos anaise (BRASIL, 2008) e dificuldade de
formulacdo (WHO, 1965) dificultam a sua utilizagéo.

Diante das limitagdes desses moluscicidas tem-sgusado intensivamente produtos
de origem vegetal que sejam capazes de promoventoote de populagées de moluscos.
Porém, vale ressaltar que as principais pesquis@s nooluscicidas vegetais no Brasil tém
como foco principal o controle de moluscos aquétidmspedeiros dos trematédeos
Schistosoma mansoffsambom, 1907¢ Fasciola hepaticgLinné, 1758) (JURBERG et al.
1989, MENDES et al., 1997. SCHALL et al, 1998; VASRCELOS & SCHALL, 1986;
VASCONCELOS & AMORIM, 2003a,b), sendo ainda necéssaestudos que enfatizem o
controle de moluscos terrestres (SILVA et al., 2012

Segundo a OMS (WHO, 1965; 1992) para que um extregetal possa ser utilizado
s&@0 necessarias algumas caracteristicas tais cmuegbadabilidade dos principios ativos,
baixo custo, abundancia de cultivo, facil aplicac&atracdo aquosa, baixa toxidez a
organismos ndo-alvos e concentracdo de 100 mg/tretBnto, tais recomendagfes foram
propostas para oontrole de espécie dulciaquicolao sendo encontradas recomendacdes
especificas pama controlede moluscos terrestres.

Além da formulagdo também é necesséria a elabodggootocolos de aplicacdo de
moluscicidas sobre espécies terrestres ja que,dssas como a difusdo de substancias e
modo de absor¢do séo diferenciadas nos ambieniéiame terrestre. Do mesmo modo, séo
distintas as estratégias comportamentais e fiszadgle moluscos terrestres.

As espéciesBradybaena similaris(Ferussac, 1821)Leptinaria unilamellata (d’
Orbigny, 1935) eSubulina octona(Brugliere, 1789) atuam como hospedeiros de varios
parasitos de interesse veterinério. Na literatup@ssivel encontrar importantes informacdes
acerca do ciclo de vida dessas espécies como peréggpdodutivo, taxa de crescimento,
alteracdes desses fatores biolégicos basicos devidterferéncias experimentais de fatores
abidticos como umidade e temperatura e bidticosocoompeticdo. Também sédo encontrados
trabalhos referentes a alteragdes fisiolégicasquadas por infec¢éo por parasitos e situagdes
estressantes como jejum e estivacdo. Essas infdemdgrnecem subsidios importantes para
o desenvolvimento de estudos sobre o controle sless@écies (LEAHY, 1984; ARAUJO,
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1989; ARAUJO & KELLER, 1993; ARAUJO & BESSA, 199PINHEIRO & AMATO,
1994; ALMEIDA & BESSA, 2000; LIRA et al. 2000; SOWZet al. 2000; ALMEIDA &
BESSA,2001a,b; D’AVILA et al., 2004; CARVALHO et .al2008; CARVALHO et al.,
2009).

A familia Solanaceae reline plantas com grandedadi de principios ativos e é
verificado o uso de muitas espécies na medicinallpgpbem como seu emprego como
biocida natural. As espéci&@olanum paniculaturhinné (jurubeba) eolanum lycocarpum
A.S.t.-Hil (lobeira) foram apontadas como biocidegurais, com bioatividade comprovada
contra fungos, bactérias, acaros repelente deomsetmoluscos aquaticos (MEDINA &
RITCHIE, 1980; ALZERRECA et al., 1981; KLOOS & McQUOUGH, 1982; ODYEK et
al., 1992, BEKKOUCHE et al., 2000; SILVA et al. Z)ONEI et al., 2002; XAVIER et al.
2010).

As duas espécies apresentam como metabdlitos se@maarios grupos quimicos
dos quais se destaca a presenca de flavondidesiisap e taninos que estdo relacionados ao
seu efeito moluscicida (CANTANHEDE et al., 2010;RES et al.; 2011).

Além da letalidade imediata dos moluscos, a inBpA0 por extratos vegetais
também pode interferir diretamente no metabolisim® @himais causando a redugéo da sua
fecundidade (MELLO-SILVA et al., 2006; 2007; 201@)ém disso, o efeito residual pode
interferir nas proles geradas causando retardmic@mida reproducao (SILVA et al., 2012).
Esse fato pode se tornar uma eficiente forma deralen pois refletird na redugdo da
densidade populacional futura e menor oportunigeda infeccao por parasitos.

Os objetivos da presente estudo foram avaliar teyagbes reprodutivas, no
metabolismo de carboidratos, proteinas totais epostos nitrogenados de excre¢do dos
moluscos das espéciBs similarise L. unilamellataexpostos a Gl dos extratos aquosos de
folhas deS. paniculatune de frutos d&. lycocarpundurante 24, 48 e 72 horas.



2 REVISAO DE LITERATURA

Os moluscos terrestres apresentam uma grande ida@esde relagbes com outros
seres vivos das quais se destaca a participac@esdasimais no ciclo bioldgico de parasitos.
Nesse sentido, ressalta-se a relagdo entre molestersnatodeos que muitas vezes é uma
relac@o obrigatdria, ou seja, é necessario um degpemolusco para desenvolvimento do
parasito (WEBSTER et al., 2007). Além disso, o0s uscbs terrestres tamém causam
prejuizos consideraveis em plantagdes, principainem culturas de subsisténcia o que
muitas vezes torna necesséario o seu controle (LAt al., 2004; CATHANHEDE, et al.,
2010).

2.1. Controle de Moluscos

Os moluscicidas sintéticos séo utilizados principgaite em programas de controle da
esquistossomose. Atualmente, apenas uma subsgintgtica, a niclosamida (2,5-dicloro-4-
nitrosalicilanilida), é indicada pela Ooganizacéordial de Saide como moluscicida (WHO)
(WHO, 2002). Entretanto, alguns moluscicidas sicdét ainda sdo comercializados e
utilizados embora apresentem elevada toxidez adeatebpor serem a base de metaldeidos,
substancias medianamente toxicas para outras esp#eianimais (GASPAROTTO et. al.,
2005). Todavia, a preocupagdo com o desenvolvimgatesisténcia dos caramujos a essas
substancias sintéticas comerciais (SOUZA & MENDES91), a sua baixa seletividade, o
desequilibrio ecolégico local e alto custo contiibon para a intensificacdo da procura por
substancias facilmente biodegradaveis como é odmsauitas substancias de origem vegetal
(JURBERG, 1889). Desse modo, o uso de molusciciiiasorigem vegetal tem sido
recomendado pela OMS principalmente devido aos resnimpactos ambientais (WHO,
1983).

Os primeiros registros de atividade moluscicida wdegetais foi observado
acidentalmente parBalonites aegypcd.inné (Balanitaceae) sobfiomplalaria glabrata
(Say, 1818) (Panorbidae) (ARCHIBALD, 1933). Segundautor, os frutos dessa espécie, ao
cairem na 4gua diminuiam as populacdes de moluNcoBrasil, os primeiros estudos foram
conduzidos para controle & glabratautilizando-se as plant&®erjania spp(cip6-timbo) e
de frutos de Sapindus saponarial. (Sapindaceae) (saboneteira, sabdo) (PINTO &
ALMEIDA, 1944).

Deste entdo ja foram estudadas aproximadamente dgfi#cies vegetais no mundo
(BAPTISTA et al., 1994), sendo que no Brasil apmedlamente 360 foram testadas quanto a
atividade moluscicida (JURBERG et al., 1989). Perds trabalhos realizados no Brasil
sobre a atividade moluscicida, varias plantas fastadas com a finalidade de verificar sua
acao moluscicida sobre espécies aquaticas (AMORRE&SOA, 1962; ROUQUAYROL et
al., 1972; KLOOS & McCULLOUGH, 1987; MENDES et al984; MENDES et al., 1992).

Entretanto, existem muitos pré-requisitos parawuea determinada planta possa ser
utilizada como moluscicida. As espécies vegetaseth ser abundantes e apresentar
desenvolvimento continuo, os principios ativos deger sollveis preferencialmente em agua
(SILVA et al. 2003). Além disso, os extratos deveen de facil preparacdo e aplicacdo, ndo
apresentar toxidez ao homem, a fauna e a flora &tise em baixas concentracbes em todas
as fases de desenvolvimento do molusco (JURBERG, 4989; WHO, 1965).

Dos trabalhos realizados com moluscicidas veggiaide-se destacar as espécies
Phytolacca dodecandrd.'Her. (Phytolaccaceag)Croton macrostachysiochst. ex A.Rich
Jatropha curcas Linné (Euphorbiaceae),Ambrosia maritima Linné (Asteraceag)
Anacardium occidentale Linné (Anacardiaceae) (KLOOS & MCCULLOUGH
1987JURBERG et al. 1989, SOUZA et al. 1992; MOLGAARt al., 2000),Punica
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granatum Linné (Lythraceae) eCanna indicaLinné (Cannaceae) (TWAIJ et al., 1988;
TRIPATHS & SINGH, 2000 )Nerium indico(SINGH & SINGH, 1998) dentre outras.
No Brasil, a espécieuphorbia splendengar. hislopii Bojer ex Hook (Euphorbiaceae)
tem sido extensivamente estudada por ter apresentado os resultados mais promissores no
controle deB. glabrata(SCHALL et al. 1991; SCHALL et al. 1992; VASCONCELLOS &
SCHALL 1986; VASCONCELOS & AMORIM 2003a,b; MELLO-SILVA et al; 2007; 2010;
2011). Vale ressaltar, entretanto, que a maioria dos estudos € conduzida para o controle de
espécies aquéticas dos géneBasmphalariae Lymnaeasendo poucos os estudos realizados
para controle de populagbes de moluscos terrestres, ndo sendo encontrados na literatura
protocolos de aplicagcdo e recomendacado de dosagens para esses animais (SILVA et al, 2012).
Porém, é importante considerar as diferengas existentes entre o ambiente aquético e
terrestre em termos de biodisponibiliadade das substancias ativas do extrato. O substrato por
si funciona uma barreira que tende a diminuir o contato dos animais com o produto (SILVA et
al., 2012). As estratégias comportamentais exibidas pelos moluscos terrestres como
enterramento e comportamento de fuga (HYMAN, 1967; NASCIMENTO et al., 2006), e
fisiol6gicas como a estivacéo e producéo de epifragma (SOUTH, 1982) também dificultam a
acdo dos moluscicidas. Assim, esses aspectos justificam a utilizacdo de protocolos de
aplicagdo e de concentragdo de produtos distintas para moluscos aquaticos e terrestres.

2.2. Moluscos

2.2.1.Bradybaena similaris
Filo: Mollusca
Classe: Gastropoda
Sub-classe: Pulmonata
Ordem: Stylommatophora
Familia: Bradybaenidae
GéneroBradybaena
Bradybaena similari¢Férussac, 1821)

Bradybaena similari§Férussac, 1821) (Figura 1) é um gastropode originario da Asia,
que atualmente apresenta ampla distribuicdo geogréfica, sendo sua introdugdo em muitas
regides do mundo, fruto do comércio de plantas (ALMEIDA & BESSA, 2001a). No Brasil é
encontrado nos estados do Amap4, Bahia, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo, Parand e Rio grande do Sul (MORRETES, 1949; OLIVEIRA et al. 1971). Porém,
segundo Araujo (1989) essa espécie pode ser encontrada em todos os estados brasileiros,
sendo as populagfes mais abundantes nos periodos chuvosos.

Araujo (1989) descreve a espécie como de pequeno porte, medindo entre 10 e 15 mm.
Sua concha é heliciforme, com cinco a seis voltas. As suturas s8o evidentes embora n&o
sejam muito profundas. A presenca de uma linha de coloragdo castanha que se estende por
toda volta corporal é uma caracteristica marcante da espécie. As linhas de crescimento sao
mais pronunciadas na volta corporal, dando um aspecto levemente rugoso a superficie da
concha. O umbilico é aberto, com os bordos se abrindo amplamente e ndo é muito profundo.
A abertura da concha é semilunar, com os bordos refletidos e sem ornamentagfes



Figura 1.Bradybaena similarisvisdo geral do animak—=10 mm)
Fonte: Autora

Essa espécie tem sido foco de muitos estudos deuvidamportancia econdmica ja
que atua como praga de agricola (ARAUJO, 1989; RGIO& THOME, 1989). Também
apresenta relevante potencial parasitolégico seedistradas infec¢bes naturais por vérias
espécies de parasitos, com destaque para aquetsioges de enfermidades em animais de
criagdio e companhia (ALICATA, 194ARAUJO, 1989; PINHEIRO & AMATO, 1994;
RAMBO et al., 1997) (Tabela I).

Além disso,B. similaristem sido utilizada como modelo experimental paestido
do desenvolvimento de parasitos com foco variadestadando-se a rota de migracdo de
parasitos e esclarecimento do ciclo intra-hospedéitermediario (BRANDOLINI &
AMATO, 2001).

Os primeiros registros de manutencadddsimilarisem laboratério foram realizados
por Loreiro (1960), sendo os primeiros estudos es@morfologia do sistema reprodutor
dessa espécie realizados por OLIVEIB#al (1971). Aradjo (1989) realizou a descrigdo do
sistema paleal, radula e sistema reprodutor aléndeserever alguns detalhes de seu
comportamento da espécie.

E uma espécie ovipara, com reproducéo aparentememti@ua durante o ano apesar
de ser mais significativa no periodo de verdo (LEA®B4; ALMEIDA & BESSA, 2001a). O
tempo necessario para inicio da atividade repreal@m condi¢Bes de laboratério foi de 78
dias (ALMEIDA & BESSA, 2001a). Esses autores tambéarificaram queB. similaris se
reproduz por autofecundacdo, sendo o tempo pania itk oviposicdo de 109 dias. Segundo
Carvalho et al. (2009) é uma espéeistrategista, com longevidade média individual 4i¢
(15-488) dias em condic¢Oes laboratoriais, com fdiade variando de 0 a 398 ovos durante
0 periodo adulto.

Leahy (1984) estudou aspectos da biologia e comperito deB. similaris
descrevendo o comportamento reprodutivo e de ag@trde ninhos para oviposicdo. Esse
autor também descreve os primeiros registros spbriodo de incubacdo e eclodibilidade
para essa espécie. Esses estudos foram compleoemad Almeida & Bessa (2001) que
verificaram que a autofecundacao causa reducdoasso reprodutivo.

Almeida & Bessa (2000) observaram efeito negatiwo ailmento da densidade
populacional sobre o crescimento e reproducaB.damilaris Resultados contrarios foram
observados por Oliveira et al. (2008). Esses asitoegificaram relagdo positiva entre o
aumento da densidade e fecundidade (nimero denovostco). Além disso, observaram que
0 conteldo de galactogénio na glandula de albur@eriai influenciado pela densidade.



Pinheiro & Amato (1994) observaram reducgdo acentuada dos depdsitos de glicogénio
na glandula digestiva d®8. similarisinfectada pofEurytrema coelomaticurfsiard & Billet,

1882. Esses autores identificaram que também houve reducéo da concentracéo de glicose na
hemolinfa. Pinheiro (1993) mostrou que a infec¢do por esse parasito causou redugdo da
fecundidade da espécie e Pinheiro (1996) registrou que as altera¢cdes no metabolismo de
carboidratos enB. similaris em estivagdo sado similares aos resultados obtidos quando os
moluscos foram infectados p&r coelomaticum

AlteracBes metabdlicas relacionadas a estivacdo nessa espécie foram estudadas por
Lira et al. (2000). Esses autores observaram aumento da concentracdo de proteinas totais na
hemolinfa deB. similaris em estivacdo relacionando esse resultado a lesfes teciduais
ocasionadas pelas alteragbes fisiolégicas. Pinheiro et al. (2001) verificaram aumento da
atividade das aminotransferases (L-aspartato:2-oxaglutarato aminotransferase (E.C.2.6.1.1)
(GOT) and L-alanina:2-oxoglutarato aminotransferase (E.C.2.6.1.2) (GPT) corroborando os
resultados encontrados por Lira et al. (2000).

Souza et al. (2000) estudaram a alteragdo na concentracdo nos produtos nitrogenados
de degradacéo, &cido Urico e ureia, Bmsimilaris infectada conE. coelomaticumre em
estivagdo. Tais autores verificaram que durante o estudo houve aumento acentuado de ureia
na hemolinfa dos moluscos em estivacdo enquanto foi observado reducdo desse produto
nitrogenado para os moluscos infectados. Em relagdo ao conteddo de acido Urico, esses
autores observaram a ocorréncia de uma correlagdo positiva entre a concentracdo desse
produto e tempo de infecgdo. Entretanto, ndo verificaram relagdo entre a concentragcdo de
acido Urico e tempo em estivacao.

Alguns trabalhos investigaram o uso de extratos vegetais e produtos sintetizados como
alternativas de controle d& similaris Santos (2005) e Ferreira et al. (2010) estudaram o
efeito moluscicida da cafeina e do timol sobre diferentes estagios ontogenéticos bem como o
efeito ovicida, verificando que ambos os produtos apresentaram atividade moluscicida e
ocasionaram a reducdo da sobrevivéncia de adultos, jovens de trinta dias e recém eclodidos.

Arévalo et al (2006) demonstraram o efeito fagoinibidor do &cido salicilico (AS) sobre
B. similaris Esses autores registraram que além da reducéo da ingestdo de alimento com AS,
a preferéncia por alimento isento do &cido salicilico. Os resultados encontrados mostraram
que além reducdo do consumo de alimento o que pode minimizar os prejuizos ocasionados
pelo habito alimentar, pode levar os animais a morte por inani¢ao.

Nascimento et al. (2006) demonstraram efeito moluscicida do extrato aquoso das
folhas deAllamanda catharticd.inné (Apocynaceae) sobre a fase jovenBdsimilarisap6s
24 horas de exposicao. O extrato ndo apresentou letalidade para a fase adulta, porém mostrou-
se repelente. Lustrino et al. (2009) observaram que o extrato aquoso das sementes da mesma
planta mostrou-se letal para adultosBiesimilaris 48 horas apds a exposi¢édo. Esses autores
também verificaram alteragbes nos depdsitos de carboidratos na glandula digestiva, massa
cefalopediosa e glandula de albumen.



2.2.2 Leptinaria unilamellata
Filo: Mollusca
Classe: Gastropoda
Sub-classe: Pulmonata
Ordem: Stylommatophora
Familia: Subulinidae
Génerbeptinaria
Leptinaria unilamebefd’ Orbigny, 1937)

Leptinaria unilamellata(d’Orbigny, 1937) (Figura 2) € uma espécie restaitregido
tropical da América do Sul (SIMONE, 2006) e pode secontrada em locais umidos,
enterrada no solo, sob pedras e serrapilheira (ARRBUL982; CARVALHO et al., 2009;
ALMEIDA & MOTA, 2011a). No Brasil L. unillamelataocorre nos estados do Mato Grosso,
Amazonas, Par4, Rondbnia, Roraima, Minas GeratsiaBRio de Janeiro, S&do Paulo, Parana
e Pernambuco (ARAUJO, 1982; DUTRA, 1988). E umaéesp com comprovada
participagao no ciclo biolégico de helmintos (Tabil

Essa espécie apresenta concha pequena e ovablapicom 5 a 6, 5 voltas. A
superficie da concha mostra as linhas de cresaimefid muito marcadas, suturas bem
evidentes, mas ndo muito profundas. A volta cotpmran comprimento equivalente a pouco
mais que as demais. Abertura é ovalada com pemstoontante, bordo nao refletido e
desprovido de dentes ou lamelas no bordo exteraoddBcolumelar com uma lamela lisa,
triangular, baixa e projetada para a abertura. Bgarietal com uma lamela transversal a
abertura e situada a meia distancia entre térmaniardela columelar e a insergdo da Ultima
volta (ARAUJO & KELLER, 1993). Esses autores tambésalizaram a re-descricdo da
camara paleal e sistema reprodutot denillamelata

A atuacdo deL. unilamallata no ciclo biolégico de parasitos foi primeiramente
relatada por DUARTE (1977) que verificou a parégiio da espécie no ciclo de
Posthannostomum galinulitenberg, 1923. A participacao tdeunilamellatano ciclo desse
parasito também e relatada por Amato & BezerraqjLl9%raljo & Keller (1993) confirmam
a participacdo desse molusco no ciclo biolégicEdeatanaisia bragaSantos, 1934 (Tabela

).

Figura 2.Leptinaria unilamellataviséo geral do animak={=10 mm)
Fonte: Autora



Tabela |- Espécies de helmintos parasitos e sespeheiros intermediarios.

Hospedeiro intermediario

Parasito Referéncia
NEMATODA
Angiostrongylus costaricensisBradybaena similaris THIENGO et al., 1995; RAMBO
Morera & Céspedes, 1971 et al. 1997 ; TEIXEIRA et al, 1993
Angiostrongylus cantonensisB. similaris VARGAS et al. 1992
(Chen, 1935) Subulina octona
Angyostrongylus vasoru(Baillet) S. octona BESSA & ARAUJO, 2000
Aelurostrongylus abstrususB. similaris; ARAUJO, 1982; ARAUJO, 1989;
(Railliet, 1898) Leptnaria unillamelata
S. octon
Muellerius minutissimusMegnin, B. similaris; ARAUJO, 1982
1878 L. unillamelata
S. octon
TREMATODA
Eurytrema coelomaticun®iard & B. similaris BASH, 1965; ARAUJO, 1989;
Billet, 1882 PINHEIRO & AMATO, 1995
Eurytrema pancreaticun{Janson, B. similaris KOZUTSUMI & ITAGAKI, 1989
1889) L. unillamelata
Postharmostumum galinumB. similaris; ALICATA, 1940; DUARTE, 1977,
Witenberg, 1923 L. unillamelata 1980; AMATO & BEZERRA,
S. octona 1989
Brachylaemus mazanfTravassos, B. similaris; ARAUJO, 1982
1929 L. unillamelata
S. octon
Platynosomum illiciens (Braun, S. octona ARAUJO, 1982
1901) Kossak, 1910
CESTODA
Paratanaisia bragaSantos, 1934 S. octona BRANDOLINI et al. 1997.
L. unillamelata BRANDOLINI & AMATO, 2006
ARAUJO & KELLER (1993)
Davania proglotina S. octona ARAUJO, 1982
Railletina bonini S. octona ARAUJO, 1982

Almeida & Bessa (2001b) demonstraram que a espéle alcangar comprimento
médio de concha de 11,09+1,08 (8,02-12,8) em coedige laboratério. Esses autores
também verificaram que o tempo minimo para alcatzcenaturidade de individuos criados
em grupos foi de 74 dias e quando isolados e & Him ambos os tratamentos os autores
verificaram reduc¢éo do crescimento ap6s o iniciatdadade reprodutiva indicando o padrédo
indeterminado de crescimento.

Zilch (1959/1960) sugeriu que. unilamellataexibe a viviparidade como estratégia
reprodutiva. ARAUJO & KELLER (1993) relataram a geaca de ovos no Gtero desta
espécie, mas nao encontraram ovos nos terrariosa [PL988) relatou a ocorréncia de
liberacdo de jovens e classificou a espécie commioipara, incluida em um estagio
intermediario a viviparidade. Almeida & Bessa (20DYerificaram apenas a liberacdo de
jovens. Carvalho et al. (2009) demonstraram a mé&téacia de uma ligacéo entre o parental
e 0 embrido o que comprovando o sistema ovoviviganeproducao.



De acordo com Carvalho et al. (2009) a histériavia de L. unilamellata é
caracterizada por grande longevidade, fase jueamii com maturidade sexual precoce com
muitos eventos reprodutivos(1-49) ao longo da végmdo produzidos entre 5 e 376
individuos ao longo do periodo reprodutivo.

A espécie apresenta comportamento noturno, in@uamnportamentos reprodutivos
como oviposigdo. Durante o dia os moluscos perneant enterrados no substrato ou sob
recipiente de alimento. Além disso, foi relatado significativo comportamento agregativo
(ALMEIDA & BESSA, 2001b).

Segundo ALMEIDA & BESSA (2000) o aumento da dend&apopulacional
influenciou negativamente o crescimento dessa espg#arém, ndo afetou sua fecundidade.

Brandolini & Gomes (2002) investigaram a influéndeadietas variadas (reac@o para
aves em crescimento, racdo de codorna, vegeta®mbinacdo de racdo e vegetais) sobre o
crescimento da concha, reproducdo e taxa de nuadalidel. unilamellata As autoras
verificaram que o0s animais alimentados com a radé&o codorna atingiram maior
comprimento de concha e que aqueles alimentadosragévo de codorna e vegetais se
reproduziram mais e 0s nos grupos alimentados apeom vegetais o percentual de
mortalidade foi mais elevado. Além disso, foi obado nesse estudo a preferéncia dos
animais por alimentos mais macios. Os alimentoss daros (cenoura e repolho) apenas
foram consumidos na auséncia de outros.

Devido as suas caracteristicas bioldgicas citadiarmente essa espécie tem sido
utilizada como modelo para varios estudos, soboetnd testes experimentais de infecgéo.

Em relagdo ao controle dessa espécie, Afonso-Ne@®3j testou a atividade
moluscicida do latex das espéckesphorbia cotinifoliaL., Euphorbia milii desMoul.var.
splendengBojer ex Hook) Ursch & Leandri Euphorbia tirucalliL. A autora observou que
E. spendengromoveu elevada a¢do moluscicida sobre a espécirimellatanas diluicGes
do latex em &gua na proporcao de 1:10 e 1:100.

2.2.3.Subulina octona
Filo: Mollusca
Classe: Gastropoda
Sub-classe: Pulmonata
Ordem: Stylommatophora
Familia: Subulinidae
Géner8ubulinaBruguiére, 1792
Subulina octo(@ruguiere, 1789)

Pertencente a familia Subulinide®&ybulina octonaBrugliere, 1789) (Figura 3) é
espécie possivelmente exotica, com origem asi§ONE, 2006). Atualmente encontra-
se amplamente distribuida pelo territorio, sendom@senca registrada nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S8o Paulo, Santa Catakiidas Gerais, Para, Amapa, Bahia,
Amazonas, Rio Grande do Sul, Rondénia e Parana (ARA& BESSA, 1995; AGUDO-
PADRON, 2008).

Essa espécie participa como hospedeiro intermedi@ihelmintos e esté relacionada
a transmissdo desses parasitos de animais deccaat@ companhia (Tabela 1). Além disso,
essa espécie é considerada praga de hortalicaBERER 2010).

Subulina octonapossui concha oval, espiralada (BESSA & ARAUJO, 5199
D’AVILA & BESSA, 2005a, b), com nimero de voltasrizalo de chegando a 10,5 voltas em
condicdes de laboratorio (SANTOS, 2012). O primestudo sobre a morfologia corporal foi
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realizada por Lanziere (1966) que descreveu alguwaescteristicas do trato reprodutor da
espécie.

O comprimento da concha relatado p&ractonana relatado na literatura é variavel.
Bessa & Aradjo (1995) verificaram um tamanho méfid 7,6mm (maximo de 19,8mm) para
moluscos com idade de 120 dias em condi¢des dealdinio, com padréo indeterminado de
crescimento. Esses autores relataram também qiddinos com comprimento entre 9 e
13,5mm apresentavam-se maduros, sendo possivétarenvos no interior do corpo dos
animais por transparéncia da concha. Segundo T#&oRilsbry (1906 apud BESSA
&ARAUJO, 1995a), a reproducido @& octonacomeca antes que a concha atinja 2/3 do
tamanho maximo da espécie.

Figura 3.Subulina octonavisédo geral do animak{=10 mm)
Fonte: Autora

Subulina octonaé uma espécie hermafrodita simultinea capaz dézarea
autofecundacéo e a descricdo do sistema reprothitoealizada por BESSA & ARAUJO
(1995a). Esses autores também verificaram quede ineédia para a primeira oviposi¢éo foi
de 43 dias (minimo de 38 e méaximo de 50), indepeed#a densidade em que 0os moluscos
foram criados, com posturas contendo de 1 a 9 ovos.

D'avila & Bessa (2005a) em estudo sobre a infldndo substrato no
desenvolvimento de S. octona proveniente de Rizada-MG, verificaram que, criados em
terra vegetal em grupos de 35 individuos, estesisnos levaram em média 59,17 dias
(minimo 48 dias, maximo 69 dias) para o alcance rdaturidade sexual, com 11,46mm
(minimo 8mm, méaximo 14mm) de comprimento da concha.

Essa espécie tem sido registrada como um bom mepdetoestudos de varias areas
devido suas caracteristicas biol6gicas como cieleida curto, elevado potencial reprodutivo,
maturidade sexual precoce e periodo de incubagém @BESSA & ARAUJO, 1993; BESSA
& ARAUJO, 1995; D’AVILA at al., 2005a, b). Dessesalbalhos destacam-se os estudos
morfométricos (ALMEIDA & MOTA, 2011b), parasitolégps (BESSA et al. 2000).

Quanto ao efeito moluscicida, Santos (2005) e Faret al. (2009) demonstraram o
efeito moluscicida do timol e da cafeina sobre pfaxes juvenis e adultos.

Nascimento (2008) testou extratos aquosod-decraea foetida(L.) (Agavaceae)
sobreS. octonacom a presencga e auséncia de substrato, os desultaostraram uma maior
acdo moluscicida dos grupos em potes com a ausdmsiabstrato.

Souza (2012) demonstrou a acdo moluscicidaBdelens pilosalL. e Mikania
glomerataSpreng em concentragdes inferiores a 10%. A astogare que as concentracoes
utilizadas em moluscos terrestres mais altas do pa aquaticos, visto a menor
biodisponibilidade para os primeiros.
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2.3. As espécies Vegetais

2.3.1. GénerdSolanum

O género Solanum é considerado um dos maiores dentre as Angiosgerma
compreendendo aproximadamente 1500 espécies (SlewAl., 2007). E amplamente
distribuido no Brasil e é recebestatusde planta invasora, ocupando os mais diversos tipo
de ambientes, desde lavouras a terrenos baldi@sgens de rodovias. A semelhanca do que
ocorre com outras invasoras, caracteriza-se p@saptar capacidade de colonizagdo rapida
de ambientes abertos (inclusive antrdpicos) e dem&o predominantemente autogamica, o
que lhe confere alta uniformidade genética em rgeellacional (ASSUNCAO et al., 2006;
SILVA et al., 2007).

Este género produz uma grande variedade de essréaponinas e glicoalcaldides
gue s&@o importantes na defesa natural das planddém de alcaldides, os flavonodides
(SILVA et al. 2003) e taninos (MESIA-VELA et al.0@2, OLIVEIRA et al., 2006; LOBO et
al, 2010) constituem grupos de substancias freqoanite encontrados.

A presencga de esterdides alcaldides solasodigaalcé potencialmente um importante
material para a sintese de horménios esterdidesraéteristico do génef@olanum(SILVA
et al., 2007). Muitos glicoalcal6ides exibem daisigipais tipos de atividade biolégica que
reflete sua “dupla”’ natureza quimica: uma atig@l@anti-acetilcolinesterase, remanescente
de alguns alcal6ides, e propriedades tipicas debmsera, semelhante a algumas saponinas
(SILVA et al., 2005).

Compostos esteréides tém sido isolados destasiesmémo jurubebina, jubebina, e
solanina; e as resinas jupebina e jupebenina. peng@as foram identificadas também nas
raizes destas espécies como isojuripidina, isojdindy isopaniculidina e jurubidina, a qual é
um esteréide de agucar livre, obtido via hidrol&®da do glicosideo jurubina, também
isolado das raizes & paniculatun{fMESIA-VELA et al. 2002).

2.3.2.Solanum paniculatum L.

Solanum paniculatunk.. (Solanaceae) (Figura 4A e 4B), conhecida pomsate
como “jurubeba” ou “jurubeba-verdadeira” € uma esp&egetal do tipo arbusto ereto, 1,5-
1,7m de altura, caule e ramos com aculeos coniothgs alternas, lamina largo-ovéide ou
lanceolada, inflorescéncias ramificadas, multifoflores com pétalas estrelada-retacea, alva
ou lilas e fruto tipo baga.

Pode ser encontrada em todo territério brasileirdeoé amplamente utilizada pela
medicina tradicional como ténico, antitérmico, draento de disfungdes géastricas. Suas raizes
e frutos sdo popularmente recomendados como unamig;gpara tratar ictericia, hepatite e
distarbios intestinais. A planta € um componente vdeas formula¢des farmacéuticas
incluindo: xaropes, infusdes ou decocgbes (2%)ratog etandlicos, tinturas e elixir. A
infus@o de flores (0,3%) é indicada para brongeit®sse; as raizes maceradas (6%) para
artrite e que dos frutos (16%) para anemia. A dgimaas folhas é empregada para tratar
parasitas intestinais, mas também indicada pamrdiass estomacais (MESIA-VELA et al.
2002; BOTION et al. 2005).

A composicao quimica d8. paniculaturrainda ndo é totalmente compreendida, mas
muitas substancias tém sido isoladas da plantap quon exemplo, alcaléides, saponinas,
taninos (MESIA-VELA et al. 2002; ROCHFORT et aR008). Outras andlises fitoquimicas
realizadas j& identificaram no extrato etandlicoraia dessa espécie a presenca de taninos
flobabénicos (taninos condensados ou catéquicof)cianidinas, flavanonas; flavanondis
e/ou xantonas, livres e seus heterosideos tritéigees pentaciclicos e saponinas (MESIA-
VELA et al. 2002).
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Figura 4. As espécieSolanum paniculatune Solanum lycocarpum(A): S. paniculatum
visdo geral da planta; (B): Detalhe das folhas, flores e frutoS. deniculatum (C): S.
lycocarpum visé@o geral da planta; (D): detalhe das folhas, flores e frutBslgeocarpum

2.3.3.Solanum lycocarpum A.S.t. Hil

Solanum lycocarpurtFigura 4C e 4D) € uma arvore de pequeno porte, 2 a 7 metros de
altura, tronco retorcido, muitos espinhos, galhos esparsos. As folnas medem cerca 20 cm,
tomentosas e com espinhos, bordas lobadas. A flor tem coloracdo roxa em forma de estrela
com miolo amarelo. O fruto é redondo, duro, verde mesmo quando maduro, liso, com até 15
cm de diametro (DALL’AGNOL & VON POSER, 2000).

Essa espécie € popularmente conhecida como “lobeira” ou “fruta-do-lobo”, é tipica do
Cerrado brasileiro, mas pode ser encontrada em todo territ6rio brasileiro. Acredita-se que seu
nome vulgar se deva ao fato de se constituir um alimento consumido pelo lobo-guarad (CRUZ,
1982; DALL’AGNOL & VON POSER, 2000).

Sua utilizagdo na medicina popular deve-se a atividade hipoglicemiante de seus frutos.
Também é utilizada para diminuicdo de niveis de colesterol, como sedativo, diurético,
antiepilético e antiespasmddico (OLIVEIRA JR. et al, 2003, MARUO, et al.,, 2003;
YOSHIKAWA et al., 2007).

Conforme verificado para o géner8, lycocarpumapresenta grande variedade de
compostos quimicos. Schwarz et al. (2007) verificaram que o conteido de alcal6ides presente

12



nos frutos deS. lycocarpunioi de 1.85% e, dentre esses, 0.06% corresposdéamargina e
0.09% a solasonina.

Nakamura et al. (2008) isolaram cinco novas sapenésteroidais dos frutos &e
lycocarpum Especialmente nas &reas relacionadas com aai@osialimentos, toxicologia, e
farmacologia, os glicoalcaléides esteroidais e agéisonas tém recebido atencao especial. A
solasodina é uma potencial matéria- prima comodppmt na producdo de medicamentos
esterdides, assim como os seus triglicosideososotes e solamargina (CHEN & MILLER,
2001; EANES et al., 2008).

2.3.4. Compostos gquimicos presentes em solaniceasaatividade biocida

Tanto a espéci§. paniculatumguantoS. lycocarpumbem como vérias outras do
géneroSolanumtem sua atividade biocida atribuida a principitisoa como saponinas,
flavondides e taninos principalmente. Tais comms#no importantes na defesa quimica dos
vegetais frente a herbivoria (FRIEDMAN et al., 1991

Geralmente esses compostos estdo distribuidos donoteegetal, mas a quantidade
pode variar de acordo com as estacdes do ano,ipaimente devido a variacdo de
temperatura e pluviosidade (SOUZA et al., 2003; TRO et al., 2005; SANTOS et al.,
2006). E observavel também o deslocamento de piascativos durante o desenvolvimento
da planta (LAWRENCE et al.2003; ALVES et al., 20P&RRA-GARCES et al., 2010).

2.3.4.1. Saponinas

Alguns estudos relacionam a atividade moluscicidasdlanaceas &4 presencga de
saponinas. Esses principios ativos sdo capazesetterir efetivamente na estrutura celular e
reacfes metabdlicas que explicam a mortalidade (UEDH et al., 1995; BRUSTOLIN &
CORTEZ, 2000; VINAUD et al., 2008).

Quimicamente as saponinas séo heterdsidos de gestiex@ide ou triterpénica, possui
uma parte com caracteristica lipofilica (triterpemo esterdide) e outra parte hidrofilica
(acucares) (SCHENKEL et al., 2003). As saponindsr@slais e triterpénicas apresentam
distribuicdo diferenciada no reino vegetal. A®estlais neutras sdo encontradas quase que
exclusivamente em monocotiledéneas enquanto aserp@iticas encontram-se
predominantemente em dicotiledéneas (SIMOES e2@1.0).

A principal propriedade das saponinas consisteezinzirem a tensdo superficial da
agua, caracteristica que justifica sua acdo detergemulsificante, e a formagéo de espuma
persistente. Esta caracteristica € a mais comusaddssse, razdo da qual deriva seu nome
(do latimsapone= sab&o) (SIMOES et. al., 2010). O comportamenfifilico e a capacidade
de formar complexos com esterdides, proteinas dolifpisleos de membranas sé&o
responsaveis por um grande numero de propriedaidédgibas para essas substancias,
destacando-se a agdo sobre membranas celularemandti a sua permeabilidade, ou
causando sua destruicdo, essas propriedades paggificgr sua acgdo hemolitica e
moluscicida (SCHENKEL et al., 2003).

Varios trabalhos demonstram a atividade moluscidéasaponinas extraidas de
plantas. Saponinas isoladas de extrato etandli@asiza dos frutos dgapindus saponarib.
(Sapindaceae) demonstrou uma pronunciada atividedescicida (LGod 24 h = 3 mg/L)
contra as espécieBulinus glabosugMorelet, 1866) (Planorbidae)B glabrata (LEMOS et
al., 1992).

Duas saponinas isoladas do extrato etandlico suthosed particdo em acetato de etila
de Swartzia langsdorffiRaddi(Leguminosae) apresentaram atividade antifingica fuengos
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patogénicos humand3andida albicans, Candida krusei, Candida parapsice Cryptococcus
neoformangMARQUI et al., 2008).

Desde a descoberta de saponinas com potencial ciwidizs isoladas dé’hytolacca
dodecandralL'Hér (Phytolaccaceae) essa classe de compaostosrterecido uma atencéo
especial (THIILBORG et al.1996). Lemmich et al., (1995) obtiveram resultagositivos
guanto ao efeito moluscicida paBa glabrataexpostos ao extratos etandlico @atunaregam
nildtica (Stapf) Tirveng. (Rubiaceae) obtendo umasLlde 3ppm. Apos a andlise
cromatogréafica do extrato foram identificadas quaaponinas, que foram relacionadas a
mortalidade dos moluscos.

O extrato metandlico bruto d&ymnema sylvestr&R. Br. (Asclepiadaceae) foi
fracionado e a fragcdo metandlica desempenhou unier ratividade moluscicida sobrB.
glabratae a essa atividade foi atribuida a presenca deastos hemoliticos evidenciados por
cromatografia de camada delgada, supostamenteisapdBRUSTOLIN & CORTEZ, 2000).

Treyvaud et al., (2000) evidenciaram a atividaddusticida dos extratos metandlicos
e aquosos de. dodecandrague contém 25% de saponinas nas bagas secasug/raDe
25ug/ml respectivamente apés 24 horas de exposic@&®Bpgtabrata

2.3.4.2. Taninos

Os taninos também podem ser encontrados em son&8&o compostos quimicos
secundérios de origem natural que se caracterizewidal a presenca de uma estrutura
fendlica (polifendis), sendo soliveis em agua (SE®Oet. al., 2010). Esse termo é
largamente utilizado para designar qualquer gracdmposto polifendlico contendo
suficientes grupos hidroxila para formar complexfistes com proteinas e outras
macromoléculas, promovendo sua precipitacdo (NETO CRAETANO, 2005). S&o
metabolizados pelas plantas e apresentam funcateféea encontrada em quase todas as
familias botanicas e sdo promissores para estuslre biocidas (CANTANHEDE et al.,
2010).

O efeito moluscicida de plantas taniferas foi camapdo por Schaufebberger &
Hostettmann (1983), que retirando o componente iqoirtanino, dos extratos, verificou que
estes ndo mais apresentaram efeito moluscicida.

Marston & Hostettmann (1985) demonstraram que atacbmoKrameria triandra
Ruiz & Pav. (Krameriaceaegjffammamelis virginian&inné (Hamamelidaceae)@uercussp.
ricas em taninos, apresentaram efeito moluscica.autores enfatizaram que os taninos
poderdo constituir uma classe promissora de predgturais com efeito toxico.

A atividade moluscicida do extrato etanélico $keyphnodendron polyphylluidart.
(Mimosoideae) sobreB. glabrata foi atribuida a presenca de taninos condensados
(BEZERRA, 2002).

A complexacdo entre taninos e proteinas € considesabase da sua atividade
biolégica para o controle de insetos-praga, fundmsgtérias e de suas propriedades
farmacologicas (AERTS et al., 1999).

2.3.4.3. Flavonoides

Os flavonoides representam uma importante classpotienois, forma um grupo
diversificado entre os produtos de origem natypedsente em relativa abundancia entre os
metabdlitos secundarios. S&o representados por l&Sses estruturais: antocianina,
leucoantocianina, flavonol, flavona, glicoflavonéjd biflavonoide, chalcona, aurona,
flavanona e isoflavona (HARBORNE, 1976; 1994). Aiona dos representantes dessa classe
possui 15 4tomos de carbono em seu nucleo fundamentiuas fenilas ligadas por uma
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cadeia de trés carbonos entre elas. Os flavondildesorigem natural apresentam-se,
frequentemente, oxigenados onde um grande niumemeoconjugado com agucares, desta
forma conjugada sdo conhecidos como heterosidaoketerosideos sdo geralmente sollveis
em agua e em alcoois diluido (SIMOES et al., 2049)auronas, geralmente sdo encontradas
nessa forma. Diversas fun¢gfes sdo atribuidas ackssse entre elas, protecdo dos vegetais
contra insetos-praga, fungos e bactérias (SIMOES,2010).

Os flavonodides de maneira geral sdo identificados neagdo colorimétrica com
substancias béasicas onde apresentam coloracéolameasepode variar com a intensidade
(MOUCO et al.,, 2003). Ja as chalconas e auronasdsfitificadas devido a mudanca da
colorac&o amarela que passa a vermelha em melmald®IMOES et al., 2010).

Estudo de revisdo de atividade moluscicida de éspéegetais indica essa classe
como uma das responsaveis por tal efeito (CANTANHEDal., 2010).

Lopes et al. (2011) verificou a atividade molusticido extrato hidroalcodlico das
folhas de Caryocar brasilienseCamb. sobre Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
(Planorbidae)A analise fitoquimica desta planta constatou @eoitros principios ativos, a
presenca de flavondides, mais especificamenteupogiflavononas e flavononais.

O extrato hidroalcodlicde Sapindus Saponarla (Sapindaceae) foi avaliado quanto
ao seu efeito moluscicida apresentando resultadsifyos & 200ppm. Estudos fitoquimicos
apontaram a presenca de ato teor de flavondidasomimas (TSUZUKI, et al., 2004).

2.3.4.4. Atividade deSolamum paniculatum e Solanum lycocarpum

A atividade biocida dé&. paniculatunesta descrita na literatura. Lobo et al. (2010)
demonstram a atividade de extratos etandlicos dessfta as bactériaStaphylococcus
aureus Escherichia coli e Pseudomonas aeruginas&sses autores sugeriram que essa
atividade é consequiéncia da presenca de alcaléithesnos presentes na planta. Do mesmo
modo, Nascimento et al. (2006) demonstraram ocefeibitorio do crescimento da bactéria
Ralstonia solanacearuexposta ao extrato metandlico (85%) de raizeS. graniculatum

Cordeiro (2008) demonstrou que o extrato etand@i8. paniculatunatividade anti-
helminticaiin vitro efetiva, impedindo o desenvolvimento celular dessode helmintos
gastrintestinais e dificultando a motilidade lanmbvocando a inani¢céo e conseqiiente morte
das larvas infectantes.

O extrato metandlico d8. paniculatummostrou-se ativo (Gl=953,9ug/ml para as
partes aéreas e 6=823,2pug/ml para os frutos), embora ndo tenha demonsiatidoade
moluscicida contr®. glabrata(SILVA et al. 2005).

Silva et al. (2005) avaliaram o efeito molusciaiftaextrato metandlico de 13 espécies
de solanaceas do nordeste brasileiro das quaisasysate foram ativas sobBe glabrata
(concentracdo100ug de extrato seco/mL. Dentre pécies ndo ativas encontra-Se
paniculatum

Xavier et al. (2010) observaram que concentrac@e$086 do extrato aquoso de S.
lycocarpum resultaram em significativa mortalidaeB. glabrata Esses autores também
relatam que a exposicdo ao extrato reduziu a seBresia dos moluscos, sendo um
indicativo de efeito residual. Além disso, os aeomostraram que a regido geografica onde
foi coletado o material influenciou o percentual mertalidade. A rota metabdlica dos
vegetais sofre influencia de varios fatores abigticAssim, essa pode ser redirecionada,
devido aos estimulos decorrentes do ambiente nbagpkanta se encontra, ocasionando a
biossintese de diferentes compostos e variacOestigtizas ds compostos formados
(MORAIS, 2009).
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2.3.4. Alteracdes reprodutivas e metabdlicas em musicos expostos a extratos vegetais

Vérios sdo os estudos que investiga os efeitosdafvos e fisiologicos em moluscos
expostos a moluscicidas sintético e extratos vegekmtretanto, a maioria dos trabalhos
sobre moluscicidas do géneBplanumdemonstram a atividade letal ndo ressaltando os
efeitos fisioldgicos e bioldgicos (WANYONYI et aRP03; SILVA et al. 2005a,b; ARAUJO
et al., 2010; CHINEDU et al. 2011). Todavia, azr@tbes na fisiologia dos animais, bem
como a reducdo da atividade reprodutiva devemesadhs em consideragdo nas estratégias
de controle, pois contribuem para o controle papaiel, minimizando os prejuizos e
econdmicos e a oportunidade de infeccao por pasasit

Mello-Silva et al. (2006) utilizando uma dose stdllede 0,16 g deSolanum
malacoxylon (Sendter) (Solanaceae) sobi glabrata e constataram alteracdes no
metabolismo de carboidratos, o que levou a dim&widas reservas de glicogénio nos
tecidos. Esses autores também demonstraram o auderbncentracdo de proteinas totais e
acido drico na hemolinfa dos moluscos o0 que indicdegradacdo dessa como fonte de
producéo de energia devido a intoxica¢éo dos amimai

Mello-Silva et al. (2007) demonstraram que o latkxE. splendes var. hislopii
reduziram a fecundidade d& glabratg enquanto Mello-Silva et al. (2010) verificaram a
reducdo de reservas de carboidratos dessa espdgmista ao latex da mesma planta e
infectados conS. mansoniao longo de quatro semanas. Esses autores sugererasse
declinio de reservas energéticas possa levar gd&edia reproducdo da espécie. Os mesmos
autores verificaram intensa redi¢do de proteinaBemaolinfa dos moluscos indicando que
essas foram utilizadas como fonte de energia (MEBLO/A et al., 2011).

Extrato aquosos de semente de catharitica em diferentes concentracdes,
provocaram altera¢c6es nos depdésitos de carboiddat@spéci®. similaris (LUSTRINO et
al., 2009). Os autores sugeriram que tais altesagiimlem limitar a capacidade reprodutiva
futura da espécie.

Nascimento (2008) demonstrou que o extrato aquesk. doetida ndo ocasionou
alteracdes do crescimento e da fecundidad8.dectona embora tenha sido verificada alta
mortalidade.

Foi observado que a fecundidadelgenaea acuminatéPfeiffer, 1855) (Lymaeidae)
foi eficientemente reduzida pela exposi¢édo a uwlméovinos e sua combinagdo com extratos
de plantas Allium sativumLinné, (Liliaceae),Azadirachta indicaA. Juss. (Meliaceag)
Annona squamosiainné, (Annonaceag)Ferula asafoetida Regéhpiaceae)) (TRIPATHI, et
al., 2010). Segundo os autores a redugdo enconttederse a inibicdo da atividade da
alcalino-fosfatase no ovotestis do molusco. Esséxres também verificaram a redugéo da
taxa de ecloséo e da sobrevivéncia de juvenis.

Hasheesh et al (2011) desenvolveram estudo novgtiitaram a agdo moluscicida,
ovicida e sobrevivéncia de jovens @omphalaria alexandrinadas plantasAsparagus
densiflorus(Kunth) (Asparagaceae)@reopanax guatemalensféraliaceae) e do fungicida
Difenoconazole®. Também foram avaliadas alteragdescrescimento e reproducdo e
alteracdes bioquimicas através da analise de coacén de proteinas totais, albumina,
atividade das enzimas aspartato aminotranferaarinal aminotransferase fosfotase &cida e
fosfatase alcalina. Os autores verificaram redugdcotaxa de eclosdo, sobrevivéncia e
crescimento dos moluscos, assim como alteracdeatividade enzimatica e reducdo do
conteldo de proteinas totais e da albumina. Osemusnigerem que as alteracdes bioquimicas
foram resultantes da intoxicagéo e contribuirama pareducao da fecundidade e mortalidade.

Mello-Silva et al. (2011) demonstrou altera¢des eutm da excre¢éo de acido Urico e
reducdo do contetdo de proteinas totaiBemlabrataexposta ao latex de. splendensOs
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autores sugeriram que a as proteinas podem send#is como fonte secundéria de energia
gerando aumento na producdo de compostos nitrogemigdido a intoxicagao.

Souza (2012) demonstrou que a concentracéo sufildia) dos extratos aquosos de
Bidens pilosa.inné e Mikania glomerataSprengel provocaram reducéo da fecundidade, do
crescimento e da taxa de eclosdddecotnaEssa autora demonstrou também que o tempo
de exposicdo pode intensificar os efeitos do matigs acentuando o efeito residual no
organismo do molusco.

Silva et al. (2012) verificaram que aplicaces ssis@s da Cigdo extrato aquoso
de S. paniculatumocasionou castragdo parcial de adultosSdeoctonae alteracdes na
sobrevivéncia, no tempo para alcance da maturidekelial e tamanho da concha na
maturidade sexual de jovens provenientes de p&sesmtpostos ao extrato indicando que o
efeito residual foi capaz de alterar a geracaoesjilente a aplicagéo.
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3 OBJETIVO GERAL

Os objetivos desse estudo foram avaliar o efeittuseida dos extratos aquosos de folhas
de Solanum paniculatume frutos deSolanum lycocarpunatravés da determinacdo as
concentracdes letais (gf. e sub-letal (Cby) desses extratos e verificar as alteragbes
reprodutivas, no metabolismo de carboidratos, meeamtracao de proteinas totais e produtos
nitrogenados de excrecdo (acido Urico e ureia)masiscos terrestrdBradyabena similaris
Leptinatia unilamellatee Subulina octona

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Confirmar a presenca de saponinas,e calculadios afrosimétrico (indice de espuma) nos
extratos aquosos de folhasSlepaniculatune de frutosS. lycocarpum

2. Confirmar a presenca de taninos, identificaintzs condensados e calcular a massa de
taninos nos extratos aquosos de folhasSd@aniculatume de frutosS. lycocarpumbem
como na planta;

3. Confirmar a presenca de flavonéides nos ext@jossos de folhas & paniculatune de
frutosS. lycocarpum

4. Determinar a concentracao letal ¢gjle subletal (Cky) dos extratos aquosos de folhas de
Solanum paniculatune de frutosSolanum lycocarpunsobre asespéciesB. similaris, L.
unilamellatae S. octona

5. Verificar alteragBes na fecundidadeRiesimilaris, L. unilamellatae S. octonaexpostas a
CLsp dos extratos aquosos de folhasSdganiculatune de frutosS. lycocarpum

6. Verificar alteragfes no metabolismo de carbtidraom base na concentragéo de glicose
na hemolinfa, de glicogénio na glandula digestivaassa cefalopediosa, de galactogénio na
glandula de albumen e na atividade da desidrogeldasiea (LDH) deB. similaris, L.
unilamellatae S. octonaexpostas a Gl dos extratos aquosos de folhasSdepaniculatune

de frutosS. lycocarpum

7. Avaliar alteragdes na concentracdo de proteiotass na hemolinfa d8. similaris, L.
unilamellatae S. octonaexpostas a Gl dos extratos aquosos de folhasSdepaniculatune
de frutosS. lycocarpum

8. Determinar alteragdes nas concentracdes de d&oido e ureia na hemolinfa dB.
similaris, L. unilamellatae S. octonaexpostas a Gy dos extratos aquosos de folhasSle
paniculatume de frutosS. lycocarpum

9. Avaliar a atividade moluscicida sobre jovengre@clodidos e pré-adultos Besimilaris,

L. unilamellatae S. octonaexpostas a Gy dos extratos aquosos de folhasSdganiculatum
e de frutosS. lycocarpumbem como o efeito ovicida dos extratos.
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CAPITULO 1

PROSPECCAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS DE Solanum
paniculatum LINNE E Solanum lycocarpum A.S.t. HILL (SOLANACEAE) E
DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL (CL ¢) E CONCENTRACAO
SUB-LETAL (CL 50 SOBRE MOLUSCOS TERRESTRES
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Prospeccéo fitoquimica dos extratos agquosos &elanum paniculatum Linné e Solanum
lycocarpum Ast. Hill (Solanaceae) e determinagéo da concentragéo letal (6)-e
concentracao sub-letal (Clo) sobre moluscos terrestres

RESUMO

O objetivo desse estudo foi determinar a concentracdo leta) (Elsub-letal (Ckg) dos

extratos aquosos dB. paniculatume S. lycocarpumsobre as espécieB. similaris L.
unillamelatae S. octonaAlém disso, foi realizada a prospeccéo fitoquimica para confirmar a
presenca de saponinas, taninos e flavondides nos extratos. Verificou-se o indice de espuma de
500 paraS. paniculatune <100 parss. lycocarpum Foi observada a presenca de taninos
condensados, sendo a massa de taninos totais encontrada de 4,45 mg + 0,43 e 2,58 + 0,47 para
S. paniculatunme S. lycocarpumrespectivamente. A reacdo colorimétrica foi positiva para
flavonoides em ambos os extratos. Asile S. paniculatunforam de 4,5%, 6,6% e 5,9% e

as deS. lycocarpunforam 1,6%, 1,8% e 3,92% paasimilaris L. unillamelata e S. octona
respectivamente. As G§ de S. paniculatumforam 4,5%, 4,4% e 1,46% e 1,42%, 0,9% e

0,9% paraB. similaris L. unillamelata e S. octonarespectivamente. Pag lycocarpunas

ClLsp foram 1,69% par8. similarise 0,9 para as demais espécies de moluscos. Os resultados
obtidos demonstram que ambas as plantas apresentaram atividade moluscicida com doses
inferiores a 10%. Todos os grupos quimicos determinados no presente estudo ja foram
identificados nas plantas trabalhadas e apresentam atividade biocida, inclusive moluscicida.
Os resultados encontrados demonstram que as duas espécies sao potencialmente promissoras
para o controle de moluscos terrestres.

Palavras- Chave: extrato vegetal, flavondides, moluscicida, molusco terrestre, saponinas,
taninos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determinatdethal concentration (L§g) and sublethal
(LCs0) of the aqueous extracts &. paniculatumand S. lycocarpumon the specie®8.
similaris, L. unilamellataandS. octonalt was also realized the phytochemical screeting
confirm the presence of saponins, tannins and flaits in the extracts. We verified a foam
index of 500 toS. paniculatunmand <100 tdS. lycocarpum It was observed the presence of
condensed tannins, being the mass of total tarofids45 mg + 0.43 and 2.58 + 0.47 8.
paniculatumand S. lycocarpum respectively. The colorimetric reaction was positito
flavonoids. The LGy of S. paniculatumwere 4.5%, 6.6% and 5.9% and $o lycocarpum
were 1.6%, 1.8% and 3.92% B similaris L. unilamellataandS. octonarespectively. The
LCso of S. paniculatumwere 4.5%, 4.4% and 1.46% and 1.42%, 0.9% and Q®®.
similaris, L. unilamellataand S. octona respectively. Par&. lycocarpumas Clsp foram
1,69% paraB. similarise 0,9 para as demais espécies de moluscoS. Tycocarpunthe
LCso were 1.69% foB. similarisand 0.9 for all other snails’ species.The obtairesllts
demonstrated that both plants presented mollusgicidtivity in doses lower than 10%. All
chemical groups determinate in the present studg aieeady identified in the studied plants
and presents biocide activity, including againstilsn This result demonstrates that both plant
species are potentially promising in the contrdbofd snails.

Key words: Molluscicide, flavonoids, saponin, tannin, vegetairact.
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4.1 INTRODUCAO

Moluscos terrestres apresentam estreita relacdn belmintos causadores de
enfermidades em animais de criagdo e de companéia Bumanos (ARAUJO & BESSA,
1993; PINHEIRO & AMATO, 1994). Desse modo, muitaxzes € recomendado o controle
de populacdes de moluscos como forma eficienteodebate as populacdes de parasitos
(D’AVILA et al. 2004).

A busca por moluscicidas de origem vegetal vem sdeiia desde meados do século
XX principalmente a menor toxidez e biodegradabidiel de muitos desses compostos
(JURBERG et al. 1989). Todavia, atualmente no Brass principais estudos sobre
moluscicidas vegetais visam o controle de moluscpgiticos do géneiomphalarig sendo
incipientes os trabalhos que investigam o conttelenoluscos terrestres.

Muitas plantas da flora brasileira sdo promisspeaa utilizacdo no controle de pragas
devido a riqueza de compostos bioativos (BRITO &IBR 1993). Considerando a
importancia da descoberta de novas substancias apuesentem potencial atividade
moluscicida, varias espécies vegetais vém sentidtes (JURBERG et al. 1988; JURBERG
et al. 1989; SINGH et al., 1996; NASCIMENTO et 2006; SILVA et al, 2006). Além disso,
muitas plantas utilizadas na medicina popular podgmesentar propriedades biocida e
farmacoldgicas, sem causar riscos a saude humana.

Nesse contexto, destaca-se a familia Solanaceaepyasenta espécies com variados
niveis de toxidez, desde as muito tdxicas e asaimai comdSolanum paniculaturhinné e
Solanum lycocarpurA.S.t. Hil SILVA et al, 2006). Ambas apresentamrireras aplicacdes
na medicina popular e sdo amplamente distribuida8nasil (LORENZI, 1999; MESIA-
VELA, et al., 2002; SILVA et al. 2007).

A toxidez de uma substancia, seja ela sintéticaatural, € dada por sua letalidade. A
letalidade é calculada pela relacdo dose-respost@ntracéo-resposta e representa a relagao
entre o grau de resposta do sistema biolégicoumatiglade da substéncia administrada. Essa
relacdo é utilizada em toxicologia experimentalndedo a estabelecimento de compostos
bioativos (KLAASEN & WATKINS l1ll, 2012).

As concentracdes letal (Gd) e sub-letal (Ckg) sao definidas como a concentragdo de
uma substancia quimica que provoca a morte de 96084 respectivamente, de um grupo
de animais expostos, em um tempo definido. Essaseatracdes sdo frequentemente
utilizadas para demonstragdo da eficiéncia de romidss e também para a avaliagéo do
efeito de determinado moluscicida sobre os aspdiaitidgicos e fisioldgicos dos animais
(WHO, 1965).

Ainda ndo séo registrados na literatura protocaaperimentais para teste de
moluscicidas em moluscos terrestres, sendo as mwandes da Organizacdo Mundial de
Saude se aplicam apenas a experimentagdo parasongaraquaticos (WHO, 1965). Alguns
estudos existentes com moluscos terrestres seabagaiimersdo dos moluscos na substancia
moluscicida e tendem a mascarar os efeitos dedatid e fisiolégicos (NASCIMENTO et
al., 2006; FERREIRA et al., 2009). Desde modo, ab@lacdo de uma metodologia clara,
concisa e aplicavel torna-se necessério para ampiadcdo de testes com moluscicidas para
moluscos terrestres.

Foi objetivou-se desse estudo desenvolver um prlmtoexperimental para testes
toxicolégicos e calcular as G e Clgy dos extratos aquosos d& paniculatume S.
lycocarpumsobre individuos adultos das espédessimilaris L. unilamellatae S. octona
Além disso, foi confirmada a presenca de saponflagnodides e taninos nos extratos. Para
saponinas e taninos foi feita a quantificagéao.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no laboratérioBi#ogia de Moluscos Prof.
Arnaldo dos Santos Coelho, Museu de Malacologiaf. Pkbaury Pinto de Oliveira,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de KbtHaJF), Minas Gerais, Brasil
(Latitude: 21.7642, Longitude: 43.3496 21° 8%’ Sul, 43° 2059” Oeste; Altitude: 873m).

4.2.2. Criagédo e manutencdo dos moluscos

Os moluscos utilizados nesse estudo foram obtidosridgbes matrizes no referido
laboratério. Os animais foram coletados no murnicie Juiz de Fora, e foram utilizados
animais nascidos em laborat6rio. Ap6s o nascimestanoluscos foram criados em terrarios
de polietileno de 1000 mL de capacidade (14cm @metiro e 9cm de profundidade) desde o
nascimento, em densidades de 10 animais por tercaritendo terra vegetal esterilizada e
umedecia (SILVAet al, 2008) até o registro das primeiras oviposi¢cdes govens nos
terrarios.

Durante esse periodo os animais foram alimentadeswmna mistura de ragdo para
aves em crescimento e carbonato de calcio na @@par1, oferecidas em recipiente plastico
ad libitum e reposta em dias alternados (BESSA & ARAUJO, L9B8& dias alternados
também foi feito o re-umedecimento do substrato.

4.2.3. Obtencdo e identificagéo e preparagéo do negial vegetal

As folhas deS. paniculatunforam coletadas no Bairro S&o Pedro, Juiz de Rdiregs
Gerais (elevacdo: 873m; 21°46.301' e 43°22.372f drutos deS. lycocarpurmo bairro
Nossa Senhora Aparecida, Bias Fortes, Minas Geelmsvacdo: 763; 21°46,303 e
43°22,372" W). O material vegetal foi identificadwo Herbéario Leopoldo Krieger,
Universidade Federal de Juiz de Fora.

Foram selecionadas folhas jovens (com até 20 crmodgrimento) e frutos jovens
(com até 10 cm de diametro), sem lesdes mecanioasgqadas por insetos. As folhas $le
paniculatumforam lavadas em agua de torneira e secas em tatm@eambiente durante
duas semanas (adaptada de NETO & CAETANO, 2005) an@mperatura média de 24 +
5°C). Apés secagem, o material vegetal foi tritoradh liquidificar doméstico e armazenado
em potes de polietileno hermeticamente vedadosraiigeracido (4°C). Os frutos &
lycocarpumforam utilizados frescos.

4.2.4. Preparagdo dos Extratos

O material vegetal triturado foi pesado em balargalitica (modelo Bosch SAE 200)
nas concentragdes estabelecidas para cada testext@sos aquosos foram feitos por
maceracgdo estética a frio em 4gua destilada pdwogaks. Apos esse periodo as suspensdes
foram filtradas e utilizadas a por¢cao aquosa patesies.

4.2.5.Andlise de saponinas e taninos

A identificagdo de saponinas nos extratos e am@tagdo do indice de espuma foram
realizadas de acordo com WHO (1992). Para cadateamios feito um decocto com 2g da
planta seca em 10 mL de &gua destilada por 3 nsnéypds o resfriamento e filtracdo da
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solugédo extrativa foi adicionado 5 mL dos extragms um tubo de ensaio e agitou-se
energicamente por 15 segundos, apds esse tempmieixem descanso por 15 minutos. A
identificacdo de saponinas foi realizada baseadfmmaacdo de espuma persistente apds o
tempo de repouso e adicdo de 3 gotas de aciddribori

Para a analise semi-quantitativa realizou-se uroaecom 1g da planta seca em 100
mL de agua destilada por 30 minutos. Apds essedeaspsuspensdes foram filtradas e
utilizadas a parte aquosa para os testes. Utiezot0 tubos de ensaio (16cm de altura e
16mm de didmetrodnumerados de 1 a 10 onde foram adicionados emucadpiantidades
crescentes de extrato e completado o volume coma dgstilada para 10 mL (WHO, 1992;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Apds completar o wwhe de cada tubo, esses foram
tampados e agitados energeticamente por 15 segardigados em repouso por 15 minutos.
Apéds esse tempo foi anotado o volume de solucéatit presente no tudo onde houve a
formacado de 1 cm de espuma. O calculo para o inldi@spuma ou afrosimetro foi realizado
conforme equacao 1.

I=1000/a

Equac&o 1: indice afrosimétrico. I= indice de espum afrosimetro; a = volume de solucéo
extrativa presente no tudo onde houve a formacdoesfguma persistente de 1cm
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Para confirmagdo da presenga de taninos nos extdgdS. paniculatume S.
lycocarpumfoi realizado o teste com decocto com 5g do végeteo em 100 mL de agua
destilada por 30 minutos seguido por uma filtragiégples. Foi feita uma solucao de gelatina
(Merck) a 2,5% em agua destilada (FARMACOPEIA BRIMERA, 2010). Utilizou-se para
os testes dois tubos de ensaio, ao primeiro adidomse 2 mL de solugdo extrativa e cinco
gotas de solugdo de gelatina, ao segundo tubodicioaado apenas 2 mL da solugéo
extrativa para o teste em branco.

Para diferenciagdo das classes de taninos foizagiali o teste colorimétrico com
cloreto férrico (FeG), para isso utilizou-se 0 mesmo decocto do vegétado anteriormente.
Foram utilizados dois tubos de ensaio, ao primeilicionaram-se dois mL da solugéo
extrativa, 10 mL de &gua destilada e 5 gotas deetddérrico a 2% e ao segundo foi
adicionada apenas a solugdo extrativa e adguaatkstia mesma quantidade sendo este o
teste em branco.

Para identificacdo e quantificacdo de taninos cosaltos foi utilizado o método de
Stiasny proposto por Doat (1978). Nesse, foi faito decocto com 10g do vegetal em 250
mL de &gua destilada por 30 minutos. Apés resfiidmens suspensdes foram filtradas. Uma
aliquota desse extrativo de 100 mL foi transfepdea um béquer de 500 neLem seguida
foram adicionados 15 mL do reativo de Stiasny (5delacido cloridrico concentrado e 10
mL de formaldeido neutralizado). Apds esse procedtm a solugéo final foi mantida em
repouso por 24 horas. Nessas condicdes os taniondemsados formam complexos
insoluveis, que foram separadas por filtracdo sspl

Ap6s a filtragdo, o precipitado foi seco em estft01+2 até atingir peso constante, e
em seguida foi pesado em balanga analitica obtassion 0 nimero de Stiasny (quantidade
em g de taninos condensado na aliquota). Pardesteeas andlises foram feitas em triplicata.

Para obter a porcentagem de taninos condensadosologédo determinou-se
primeiramente o teor de sélidos totais presentesxtiato pelo teor de principio ativo total
extraido no extrato bruto. Para a determinagdo alssantotal de principio ativo extraido foi
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utilizado o residuo gerado no decocto da reagderiantda seguinte forma: a massa do
residuo gerado apés a extragdo foi levada & estafxa a 101+2 e ap0s trés pesagens sem
variacdo de massa foi efetuado o seguinte cal@ibcdrdo com a equacgao 2.

WE MI-MF

Equacdo 2: Massa de residuo gerado apds extragdd= Mhassa de extrativo total; MI=
massa inicial do vegetal; MF=massa final (secajatyetal apds extracdo (DOAT, 1978).

A porcentagem de extrativos totais foi calculadactedo coma equacao 3.

% TET= (MET/ MI). 100

Equacédo 3: Percentual de extrativos totais. TEDx tke extrativo total; MET= massa de
extrativo total;MI= massa inicial (DOAT, 1978).

Apbs pesar o precipitado formado obtém-se a maesganinos condensados na
aliquota (n° de Stiasny). Para a obtencédo do perede taninos no extrativo utiliza-se a
equacao 4.

% TTC= (n° deaStiy/MET). 100

Equacao 4: Percentual de taninos no extrato. TEOr de taninos condensados no extrato
total; n°® de Stiasny= massa de tanino condensaeéatretivo; MET= massa de extrativo total
(DOAT, 1978).

O teor de taninos condensados na planta é calcpiEld@quacéo 5.

% TTCPETCx TET)/100

Onde:

Equacdo 5: Percentual de taninos condensados netaled TCP= teor de taninos
condensados no vegetal; TTC= teor de taninos ceadels no extrato total; TET= teor de
extrativos total (DOAT, 1978).

4.2.5. Estabelecimento da concentra¢do maxima e nrfra

Previamente ao célculo da gle Clg, foram realizados testes pilotos para determinar
a concentragdo do extrato aquoso de cada plantéa cepprovocar de 100% de mortalidade
dos moluscos de cada espécie através de tentatiya@stabelecendo previamente a
concentragdo de 10% como a limite. Para esses tiestan utilizados 15 moluscos adultos
para cada concentracdo testada. A concentracdomanifidi aquela que n&o causou
mortalidade dos moluscos.
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Apos o estabelecimento da concentracéo que pras®d®9% de mortalidade, foram
feitas diluicdes em intervalos regulares de modestabelecer as concentragbes maxima e
minima para posterior calculo das concentracdes éesubletal. Par&. paniculatunforam
realizados testes com as concentracdes entre % ecdm intervalos de 1% em testes com
as trés espécies. Pa&alycocarpunforam utilizadas concentragfes iniciais de 0,5%5804
com intervalos regulares de 0,5%.

Foi estabelecida a concentracdo méxima de 8%S.dpaniculatumpara as trés
espécies. A concentracdo méaxima 8e lycocarpumfoi de e 2% parsS. octonae L.
unilamellata e 4% paraB. similaris As concentracdes minimas encontradas [fra
paniculatumforam 1% pareS. octonae L. unilamellatae 4% paraB. similaris e paraS.
lycocarpumfoi de 0,5% para as trés espécies.

4.2.6. Célculo das concentracdes sub-letal (GJ). e letal (CLgg)

Para cada concentragdo foram utilizados 30 moludiisbuidos em grupos (10
moluscos/grupo), para cada uma das diluicdes ameente mencionadas. Os moluscos
utilizados para os grupos controles foram distdbaida mesma forma.

Os moluscos foram expostos aos extratos atravésmato dérmico direto. Para tal
exposicao, os moluscos foram distribuidos em fes@e polietileno (500 mL de capacidade)
e aplicado sobre eles 8 mL de extrato com uma gaeriRara os grupos controles foram
adicionados a mesma quantidade de 4gua destilada.

Apés esse periodo de exposicdo os moluscos foearsféridos para terrarios de igual
dimensdo contendo como substrato terra vegetatiliezsiga (120°C/1lhora) e vedado com
tecido de algoddo e elastico. Os moluscos forammealiados durante o periodo de
recuperacéo. Ao final do periodo de recuperac@aisnos mortos foram contabilizados e os
dados foram utilizados para analise.

4.2.7. CondigOes para realizagdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados sob temperat@a 2,0 °C), umidade relativa do
ar (86 + 3 %) e fotoperiodo naturais.

4.2.8. Andlise estatistica dos dados

As concentracdes sub-letais foram calculadas ardaéanalise Probito utilizando o
software BioStat 2008, versdo 2.5 com nivel deiigmcia de 5%. As concentracdes letais
foram obtidas de pela regressao linear da relag@centracdo-resposta originada pela analise
Probit. Para a comparagdo entre a massa de tarémasmento e concentragédo de taninos no
extrativo e na planta foi utilizado o teste t dedéht-Newman-Keuls.

4.3 RESULTADOS

4.3.1. Analise fitoquimica do extrato aquoso de fiohs de Solanum paniculatum e de
frutos de Solanum lycocarpum

As figuras 4.1, 4.2 e 4.3 mostram 0s moluscos s déspécies no momento da
aplicacdo dos extratos. Foi possivel verificar #iefio de comportamentos de fuga e
liberacdo de muco devido ao contato com os extr&misobservada nos moluscos mortos a
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exposicéo parcial ou total da massa cefalopedios® @ode ser observado na Figura 4.4A-

Foi confirmada a presenca de saponinas nos exttigsra 4.5A e 4.5B). Para.
paniculatumo indice de espuma encontrado foi igual a 50&ra$ lycocarpunioi <100. A
Figura 4.5 A mostra a espuma persistente mais mié@d® extrato d8. paniculatum

Observou-se também a presenca de taninos conderesadambos os extratos (Figura
4.6A-D). A massa de taninos na planta, o rendimeraamassa de taninos totais no extrato e
na planta podem ser observados na Tabela I. Ottesstrou que o contetdo de taninos no
extrato deS. paniculatumé significativamente maior que o & lycocarpum(t=4,31;
p<0,007).

A reacgédo colorimétrica indicou a presenca de fléides, porém ndo foram realizados
testes especificos para qualificacdo desses (FHgéra-F).
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Figura 4.1. Bradybaena similarisexposta ao extrato aquoso de folhas S$@anum
paniculatum (a): B. similaris exposta ao extrato aquoso 8Sepaniculatum(b): B. similaris
exposta ao extrato aquoso 8epaniculatuncom destaque do comportamento de fuga dos

moluscos.
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Figura 4.2 Subulina octon@xposta aos extratos aquosos de folh&SatEnum paniculatura
de frutos deSolanum lycocarpum(A): exposta aos dois extratos aquosos (B): €&pas
extrato aquoso dse. lycocarpumcom destaque do comportamento de fuga dos malusco
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Figura 4.3 Leptinaria unilamellataexpostas aos extratos aquososl{ajnilamellataexposta
ao extrato aquoso deolanum lycocarpunib): Leptinaria unilamellataexposta ao extrato
aquoso d&olanum paniculatuyem destagque a producgdo excessiva de muco.
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Figura 4.4. Moluscos mortos apdés a exposicdo amtextiquoso de folhas dgolanum
paniculatum (A): Bradyabena similaris(B): Subulina octona(C) Leptinaria unilamellata
(—=10mm)
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Figura 4.5. Teste para determinacgéo do indiceiafédgco (A): Espuma persistente formada
no extrato aquoso de folhas @&lanum paniculatunfseta indicando tubo com 1lcm de
espuma); (B): Espuma persistente formada no exdiefoutos d&Solanum lycocarpum

Tabela I: Massa de tanino edolanum paniculature Solanum lycocarpurmédia + desvio
padrdo), rendimento da reagdo e taninos totaistnate e planta (%).

Massa de tanino na Rendimento total Taninos totais no Taninos totais na

planta (g*100-1) do extrato (%) extrato (%) planta (%)
Solanum
paniculatum 4,45 +0,48 44,50 +4.32 5,15+24% 3,0+£0,38
Solanum
lycocarpum 2,58 +0,47 19,79+0.47  6,92+1,88 4,28 +0,38

* Letras diferentes indicam diferenca estatist{pa®,05)

4.3.2. Célculo da concentragdo letal (Cdg) e Sub-bletal (Clsg) do extrato aquoso de
folhas deSolanum paniculatum e de frutos deSolanum lycocarpum

Ambas as plantas exibiram atividade moluscicida contentracdes inferiores a 105.
As curvas concentragdo-resposta dos extratos ag|uiEs8. paniculatume S. lycocarpum
podem ser observadas nas figuras 4.7 (A-B), 4.BYA-4.9 (A-B). As concentracdes letais e
sub-letais de cada extrato para as espécies deconslastdo demonstradas na Tabela II.
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similaris, Leptlnana unilamellata Subulina octona

Moluscos Solanum paniculatum Solanum lycocarpum
CL 9o (%) CL 50(%) CL 90(%) CL 50(%)
Bradybaena similaris 5,18 4.5 1,96 1,59
Leptinaria unilamellata 6,6 44 1,8 0,9
Subulina octona 5,9 1,46 3,92 0,9
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4.4 DISCUSSAO

Para que um produto possa ser utilizado como molda¢ espera-se que ele seja
efetivo em doses baixas, de baixo custo, biodegehdando téxico para humanos (WHO,
1983; MARSTOM et al, 1996; RAO & SINGH, 2000). Pazacontrole de espécies de
moluscos aquéticos transmissoresSthistosoma mansoffsambom, 1907), a Organizagao
Mundial de Salde indica que os produtos utilizadesam apresentar-se ativos em
concentracdes inferiores a 100 pAMHO, 1983), porém ndo foram encontradas indicagbes
de limite de concentragdo para o controle de mokiserrestres. Desse modo, considerou-se
nesse estudo a concentragdo méaxima inferior ol agLi@% como concentracéo letal efetiva.

E importante considerar as diferengas existenties ea ambientes aquatico e terrestre
em termos de exposicdo, difusdo de substanciasacdlo dessas pelos animais, o que
justifica a utilizacdo de concentracdo mais elevaai@ animais terrestres. Além disso, as
estratégias comportamentais exibidas pelos moluseseestres como enterramento
(HYMAN, 1967; GIOKAS, 2005) e fisiolégicas como astigacdo (STOREY, 2000)
dificultam a a¢do dos moluscicidas. O substrateepatdar como uma barreira e diminuir o
contato dos animais com o produto. A biodispoitiade do moluscicida para moluscos
aquéticos é maior devido & facilidade de dispeeshomogeneizag@o dessas substancias em
agua e devido as necessidades fisiolégicas do owhesse sistema. Embora esses moluscos
apresentem mecanismos de escape que muitas vegegalantem a sobrevivéncia
(JURBERG, 1988) esses sempre ficardo presentese sabatmosfera desse sistema
permanecendo em contato com o moluscicida. Difereente dos aquéticos, os moluscos
terrestres podem dispersar mais facilmente paraotegides do terrario onde a concentragéo
do moluscicida esteja mais baixa inclusive nasdemelo terrario permanecendo sobre este
por algum tempo, diminuindo desta forma o contatetal com a solugao.

Em relagdo ao comportamento dos moluscos durameasicdo aos extratos foi
observado que a espé8@lesimilarisexibiu o comportamento de deslocamento verticé ap
aplicacdo dos extratos, ou seja, o deslocamenta par paredes dos terrarios. Esse
comportamento € comum para a espécie sendo aspatederrério, sitios de repouso para
essa especie (JUNQUEIRA et al.; 2003) e pode sepmendido como um comportamento
de fuga. Porém observou-se que 0s animais pernmaneeivos, com a exposi¢do da massa
cefalopediosa durante todo o periodo de exposicdque® pode ocasionar um gasto
desnecesséario de energieSubulina octona apresentou um comportamento anormal de
deslocamento para as paredes dos terréarios. Noananesse molusco permanece enterrado
ou sobre o substrato completamente retraido naidnt@a concha. Para a espédie
unilamellatafoi registrado grande liberagdo de muco e o anpeahaneceu em contato com
o0s extratos durante todo o periodo.

Os resultados encontrados sdo semelhantes aosvadtiserpor Nascimento et al.
(2008) que verificou deslocamento vertical 8noctonaapos a aplicacéo daurcrea foetida
Linné (Agavaceae) e Nascimento et al (2006) quéiceam intenso comportamento de
fuga emB. similaris exposta aAllamanda catharticalinné (Apocynaceae). E importante
observar o comportamento dos moluscos para a fagéolda dosagem, técnica e horario de
aplicagdo. A facil dispersdo dos animais para esgi@nde é concentracdo do moluscicida é
mais baixa e o horario de atividade podem intaréedficiéncia do controle.

O géneroSolanumapresenta grande diversidade de metabdlitos sédaadsendo
taninos, saponinas e flavondides os compostosaita@os e possivelmente responsaveis pela
atividade biocida. Muitos trabalhos realizados @spécies desse género mostram que esses
principios sdo encontrados em concentraces varidmdlta a moderada (ZHOU et al, 2006;
CHINEDU et al, 2011; CHINTHANA & ANANTHI, 2012).

37



Ndo foram encontradas referéncias sobre o indicesiafétrico para as plantas
pesquisadas. CHINEDU et al. (2011) verificaram @spnca significativa de saponinas em
Solanum aethyopicuniinné e em Solanum macrocarpuniinné, porém nao fizeram
referencia ao indice afrosimétrico.

Lébo et al. (2010) verificaram a presenca de ta)isaponinas, flavononas, flavonais,
xantonas, flavanois, chanconas e auronas no exdtandlico des. paniculatune observaram
a intensa acdo anti-bacteriana desse extrato. S&ridantas (2008) verificaram a presenca de
saponina e glicoalcaléides no extratoSiganiculatummas néo relataram presenca de tanino
e flavonodides. Silva et al. (2005) verificaram auseextratos de raizes, partes aéreas e frutos
de S. paniculatumforam inativos nas concentracdes de 10uL, 50 0@ pL sobreB.
glabrata Esses autores néo verificaram presenca de alealdglicoalcaldides e alcaminas.
Mahato et al. (1982) identificaram a presenca gmgeninas esteroidais no extrato dessa
planta e relacionaram a atividade moluscicida & esapo quimico. Aradjo et al. (2010)
verificaram a presenca de taninos e saponinas t@at@§S. lycocarpum porém nao
registraram a presenca de flavonoides diferentguddoi encontrado nesse estudo.

Na relagdo concentracdo-resposta houve uma digfibbalos pontos que satisfazem
uma curva sigmoidal. Essa variagédo ocorre provaseiendevido a variabilidade genética dos
individuos onde um grande numero de individuos s&osiveis a concentragbes
intermediarias que geralmente é encontrada emasshata pesticidas.

Observou-se também que as relagfes concentragimst@obtidas para cada planta
foram semelhantes, bem como foi semelhante a ctagéon de taninos A presenca desses
dois compostos, que s&do altamente sollveis em @MOES et al. 2010), provavelmente
esta relacionada a toxidez dos extratos para asespécies de moluscos. Entretanto a
concentracdo de saponinas foi cerca de 5 vezesr r@ids. paniculatumdo que emS.
lycocarpum A diferenca observadas na mortalidade provocadaspdois extratos podem
estar relacionadas concentracbes distintas dos damispostos (taninos e saponinas)
constatados nesse estudo.

A atividade moluscicida de taninos e saponinasvésificada anteriormente sobre
moluscos aquéticos (LEMMICH et al., 1995; THIILBORSS al., 1996; BRUSTOLIN &
CORTEZ, 2000; TREYVAUD et al., 2000). O provavetcanismo de acdo das saponinas
relaciona-se a sua capacidade de lisar células HRUR ROQUE, 2005) e complexar com
esterdides, razéo pela qual apresenta acdo antélirghipocolesterolemiante (SIMOES et
al., 2010).

Diferentemente das saponinas, os taninos séo pdfecom varios grupamentos
hidroxila, o que os tornam capazes de complexar pateinas provocando sua precipitacao
e conseqiientemente sua inativagdo (AERTS et a0)1%%sa caracteristica pode explicar seu
mecanismo de acdo. A complexacdo entre taninoteipas € uma caracteristica dessa
classe de compostos que justifica suas propriedéatesacologicas e bioldgica para o
controle de insetos-praga, fungos, bactérias (SIBIO& al., 2010) e moluscicida
(LEMMICH, et al., 1995; BILIA et al., 2000). Entaeito ainda ndo foram encontrados
estudos refrentes ao mecanismo de a¢@o dessaécsasbbre moluscos moluscicidas.

Flavondides de maneira geral atuam inibindo o migtelesintoxicante do molusco.
SILVA (2007) verificou alteragbes na enzima do CitocromgoFo molusco terrestre
Cantareus aspersugMiiller) (Helicidae) exposto a folhas de fumljcotiana tabacum
(Solanaceae). Essa enzima faz parte de uma ardigdlid de proteinas com ampla
distribuicdo em bactérias, plantas e animais, akwamos processos de desintoxicacao
degradando varios xenobidticos e transformanda¥yomeléculas de facil excreg¢éo (SILVIA,
2007).

As moléculas sobre a qual essas enzimas atuam pselede origem enddgena ou
exdgena como drogas e pesticidas. A atividade dmer@mos Rso referente aos agentes
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toxicos tem por objetivo facilitar a excrecéo destempostos pela insercdo de um atomo do
oxigénio molecular. SILVA (2007) relacionou o dameorrido a essa enzima a presenca de
flavondides nos extratos @& tabacune verificou que houve um acimulo de xenobi6tias n
glandula digestiva d&. aspersus Assim, a presen¢a dessa classe quimica nos osxtrat
utilizados nesse estudo pode estar relacionadatalidade dos moluscos.

De acordo com Mccullougét al (1980) a intoxicagdo dos moluscos pelo molusaicid
provoca a ruptura do equilibrio osmético do molugue estd sob controle neuro-hormonal,
baseado nesse conhecimento s&o dois 0os mecanismdgmonstram a morte dos moluscos.
O primeiro é a retracdo da massa cefalopediosamzha com a liberacdo de hemolinfa e o
segundo € a projecdo anormal do animal para formoti@ha. No presente estudo foi
verificado ambas as situagcdes nos animais mortm®np a projecdo da massa foi mais
comum nas espécidB. similaris, L. unilamellata S. octonalo quea retracao.

A exposicdo dos moluscos a substancias toxicasacesisesse fisioldgico nesses
animais ocorrendo frequentemente uma diminuicdoresesrvas de carboidratos (MELLO-
SILVA et al., 2006; 2007; 2011; OLIVEIRA, 2007.omo segunda fonte de energia, esses
utilizam as proteinas como processo compensatS@MALE & BECKER,1977). Mello-
Silva et al. (2011) demonstraram o0 aumento dosisiide proteinas e acido drico na
hemolinfa de moluscos expostos a solugbes moldssicio que indica a degradagéo dessa
como fonte de energia.

Entretanto, as proteinas podem precipitar apés les@pcom os taninos tornando-se
desta forma indisponiveis para os moluscos. Aléntataplexagdo de taninos e proteinas,
esses também podem se ligar a polissacarideosngmdambém deixa-los indisponivel ao
animal, levando-o & morte. A presenga de complésomo proteina-condensado e tanino
carboidrato-condensado em fezes de ruminantesfaiada na literatura (BEELEN et al.,
2008), evidenciando a inutilizagdo dessas macrarmtzié como fonte de energia a partir da
complexacgéao.

Pode-se concluir com esse estudo §u@aniculatune S. lycocarpunmapresentaram
resultados satisfatérios para o controle de mokisewestres com dose letal inferior a 10%.
Aliado a isso, a ampla distribuicdo desses vegetafacilidade de obtencdo das partes
utilizadas insere-os como vegetais promissores ransaitilizados como moluscicidas.
Estudos que enfatizem os mecanismos de a¢do dosipios ativos desses vegetais em
moluscos ainda sdo necessarios para total esaemeiti dos efeitos verificados nesse estudo.
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CAPITULO 2

ALTERACOES REPRODUTIVAS E NO METABOLISMO DE CARBOID RATOS DE

Bradybaena similaris (FERUSSAC, 1821)| eptinaria unilamellata (O’ ORBIGNY, 1835)

E Subulina octona (BRUGUIERE, 1789) EXPOSTAS A Clso DE Solanum paniculatum
L. E Solanum lycocarpum A.S.t.-HIL
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AlteracOes reprodutivas e no metabolismo de carbotidtos deBradybaena similaris
(Férussac, 1821).eptinaria unilamellata (D’ Orbigny, 1835) eSubulina octona
(Bruguiére, 1789) EXPOSTAS A Clg, DE Solanum paniculatum Linné e Solanum
lycocarpum A.S.t.-Hil

RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar os efeitos @ dos extratos aquosos d&
paniculatume S. lycocarpunsobre a fecundidade e o metabolismo de carboglided.
similaris, L. unilamellatae S. octonaPara tanto, moluscos adultos de cada espécie foram
expostos a Clg dos extratos aquosos de ambas as plantas durégn#82 72 horas. A
fecundidade média (nimero ovos (ou jovens)/ molugeo). Foi verificada a reducéo
significativa da fecundidade dos moluscos das éspBcsimilarise L. unilamellataexpostos
aos dois extratos. Er8. ocotnando foi verificada a reducdo de nimero de ovosémo
observou-se que o niumero de jovens produzidosd@mguando expostos aos extratos que o
controle. Houve movimentacdo das reservas de chHios evidenciados pelo aumento da
glicose livre na hemolinfa e de glicogénio na masfapediosa com concomitante reducéo
deste na glandula digestiva e também reducdo dectggénio na glandula de albimen
guando os moluscos foram expostos aos extratosteHambém o aumento significativo da
atividade da lactato desidrogenase principalmemte moluscos expostos a &lde S.
paniculatumnas primeiras 24 horas ap0s a exposicéo, demodstrpie nesse periodo houve
aceleracdo do metabolismo anaerébio possivelmentilal aos efeitos da intoxicagdo. A
reducéo da fecundidade dos moluscos expostos ptalerelacionada ao direcionamento das
reservas para a desintoxicacdo e sobrevivénciaadosais. Os resultados demonstram,
portanto, que os extratos de ambas as plantas pevam alteracBes fisioldgicas nos
moluscos, as quais refletiram negativamente nanfiidade, havendo um processo de
castrac@o parcial dos moluscos pelo desvio deemi$ que seriam destinados a atividade
reprodutiva.

Palavras- Chave:carboidratos, fecundidade, moluscicida, molusaesére.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to verify the effects of, o€ aqueous extract db.
paniculatumandS. lycocarpunon fecundity and carbohydrate metabolisnBogimilaris L.
unilamellataand S. octonaFor the assays, adult snails of each species were exposed to the
LCsq of the extracts of both plants during 24, 48 and 72 hours. It was observed a significantly
reduction in fecundity oB. similaris andL. unilamellataexposed to both extracts. It was
evidenced a reallocation of carbohydrates by an increase of free glucose in hemolymph and
glycogen in cephalopedial mass with a reduction of it in digestive gland and of galactogen in
albumem gland after the exposure to the extracts. It also occurred a significantly increase in
the activity of lactate dehydrogenase in snails exposed $pdfG. paniculatunin the first

24 hours after exposure, demonstrating an acceleration in anaerobic metabolism probably due
to the intoxication. The reduction in snail's fecundity after exposure can be related to the
redirection of the energy reserves to detoxification and survival of snails. Therefore, the
results showed that both plant extracts provoked physiological alterations in snails, with
adverse effects in fecundity, with a process of partial castration by the deviation of nutrients
that would be used in reproduction efforts.

Key words: carbohydrate, fecundity, molluscicide, land snail.
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5.1 INTRODUCAO

As espéciesBradybaena similaris(Férussac, 1821)eptinaria unilamellata (D’
Orbigny, 1835) &ubulina octondBruguiere, 1789)destacam-se por atuar como hospedeiro
de helmintos e por ser uma importante praga de taisg@rincipalmente para hortas
domiciliares(ARAUJO, 1989; PINHEIRO & AMATO, 1994ARAUJO & BESSA,
1995).Nesse contexto o controle das populacdesasiespéciesde moluscos torna-se uma
eficiente estratégia para o controle de populag@esarasitos e para a reducdo de prejuizos
econdmicos.

Além disso, sdo espécies cujas caracteristicaddidals como tempo para atingir a
maturidade, estratégias reprodutivas, fecundidatEmpo de vida, entre outros,estdo bem
descritas na literatura o que as torna bons mogel@stestes com moluscicidas (ALMEIDA
& BESSA, 2000; 2001 a,b; D'AVILA & BESSA. 2005 a,8ARVALHO et al., 2008; 2009).

Os moluscicidas atualmente empregados apresentatagddes quanto a especificidade,
ao custo e toxidez (JURBERG et al. 1989). Além dliss Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 1965, 1983) incentiva as pesquisas de sutistide origem vegetal para o controle
desses animais. No Brasil, as pesquisas com maliasivegetais se concentram no controle
de espécies dulciaquicolas hospedeiraSdustosoma mansofSambom, 1907) Easciola
hepaticalL. 1758 (JURBERG et al. 1989;MENDES et al., 199 H3CL et al, 1998;
VASCONCELOS & SCHALL, 1996; VASCONCELOS & AMORIM,@3a,b). Muito pouco
tem se estudado em relagéo ao controle de moltesgestres.

Espécies da flora brasileira se destacam em pesquie grupos com atividade
farmacoldgica. Muitas plantas utilizadas na medigiopular contra infec¢bes e parasitoses
que fornecem um bom indicativo de propriedade Hmsiem riscos a saude humana (BRITO
& BRITO, 1993). A familia Solanaceae relne espédes variados niveis de toxidez,
destacanddSolanum paniculatuniinné e Solanum lycocarpunA.S.t.-Hil que apresenta
aplicagdo em fitoterapia e apresentam atividadetebeitla, fungicida e moluscicida
comprovadas (ZHOU et al, 2006; CHINEDU et al, 20BHAGYASHREE & JOGEN
CHANDRA, 2012; CHINTHANA & ANANTHI, 2012; XAVIER etal., 2010).

Além da letalidade imediata dos moluscos, a inapdo por extratos vegetais pode
interferir diretamente no metabolismo dos animaissando a redugédo da fecundidade dos
animais por atuarem diretamente na reducéo dsssidireservas energéticas e mobilizando
as reservas existentes para a desintoxicacdo dwmla(MELLO-SILVA et al., 2007; 2010).
Esse fato pode se tornar uma eficiente forma deralen pois refletirda na redugdo da
densidade populacional futura. O controle de molusdo deve ser entendido como o
exterminio de populacdes de determinada &rea, imasoeno tentativa de manutencéo das
populacdes em equilibrio de modo a reduzir os ingsategativos por elas causados.

Foi objetivo desse estudo, verificar as alterac@sgsrodutivas provocadas pela
exposicao a Clgdos extratos aquosos & paniculatune S. lycocarpunsobre individuos
adultos das espéci@ similaris L. unilamellatae S. octonaForam avaliadas as alteracdes
no metabolismo de carboidratos através da an&issodcentracdo de glicose na hemolinfa,
contetdo de glicogénio na glandula digestiva e &assfalopediosa, conteddo de
galactogénio na glandula de albiumen e atividadedekidrogenase lactica (LDH)(E.C.
1.1.1.27/1.1.1.28) nos moluscos expostos.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1. Local dos experimentos

Todos aos animais utilizados nesse estudo foram criados no laboratério de Biologia de
Moluscos Prof. Arnaldo dos Santos Coelho, Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de
Oliveira, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, onde
também foram realizados os experimentos de biologia reprodutiva. As analises bioguimicas
foram realizadas no Laboratério de Biofisica, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas Instituto
de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, municipio de Seropédica, Rio
de Janeiro.

5.2.2. Criagdo e manutencdo dos moluscos

Os moluscos foram criados em terrarios de polietilieno de 1000 mL de capacidade
desde o nascimento, em densidades de 10 animais por terrario contendo terra vegetal
esterilizada e umedecida (SILVA et al., 2008) até o registro das primeiras oviposi¢cdes e/ou
jovens nos terrarios.

Durante periodo experimental, inclusive os periodos precedentes aos testes, 0s animais
foram alimentados com uma mistura de ragdo para aves em crescimento e carbonato de calcio
na proporcdo 3:1, oferecidas em recipiente plastecdibitum e reposta em dias alternados
(ARAUJO & BESSA, 1995).

5.2.3. Obtencgéo e preparacdo do material vegetal e dos extratos

A coleta e acondicionamento do material vegetal, bem como a preparag¢éo dos extratos
aquosos foram realizados conforme descrito no Capitulo I.

5.2.4. CondigBes dos experimentos

Todos os testes foram realizados em condi¢des naturais de temperatura e umidade
relativa do ar e fotoperiodo. A temperatura média da localidade de estudo durante o periodo
foi de 23°C + 3°C e de umidade 82% * 5%.

5.2.5. Andlise das alteragBes na fecundidade de adultos &eadybaena similaris,
Leptinaria unilamellata e Subulina octona expostos a Clsp de Solanum paniculatum e
Solanum lycocarpum

Para avaliar as altera¢ges na fecundidade 90moluscos de cada espécie, distribuidos em
grupos de 10 moluscos/grupo foram expostos por contato dérmico direto a 8mL de cada
extrato durante 24, 48 e 72 horas, sendo que para cada periodo foram feitas trés repetigdes.
Para a exposi¢éo os animais foram acondicionados no centro de terrarios plasticos de 500 mL
de capacidade e os extratos aplicados diretamente sobre eles com uma seringa. Grupos
controles com mesmo numero de moluscos foram acondicionados em terrarios semelhantes e
receberam a mesma quantidade de 4gua destilada.

Apés cada periodo de exposigdo, foi feita a verificacdo da mortalidade e os moluscos
sobreviventes foram transferidos para outros terrarios contendo terra vegetal esterilizada e
umedecida como substrato (SILVA et al, 2008) e foram alimentados conforme (BESSA &
ARAUJO, 1995) durante 30 dias.
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Durante esse periodo, foi realizada a quantificad@mimero de posturas e ovos
produzidos pelos moluscos expostos e ndo expost®xdratos. A fecundidade média foi
expressa em numero médio de ovos/molusco vivogaata periodo de exposicéo.

2.2.6. Alteragbes no metabolismo de carboidratos déradybaena similaris, Leptinaria
unilamellata e Subulina octona expostos a Clsg de S. paniculatum e Solanum lycocarpum

As alteragbes no metabolismo de carboidratos forarificadas através de
determinagfes das concentracdes de glicose eaatévida LDH na hemolinfa, glicogénio nos
tecidos da glandula digestiva e massa cefalopedéogalactogénio da glandula de albimen
dos moluscos expostos a fgldos extratos d8. paniculatune S. lycocarpundurante 24, 48
e 72 horas.

Para avaliar as alteragfes na concentracdo desglicmluscos adultos de cada
espécie (60 animais da espéBiesimilaris 120 animais da espédie unilamellatae 120 da
espécieS. octona foram expostos aos extratos segundo metodologizcionada e durante
24, 48 e 72 horas. O mesmo numero de moluscosdieespécie recebeu agua destilada e
ficaram expostos durante os mesmos periodos.

A cada intervalo de exposicao foi coletada henfmlatravés de puncéo cardiaca. A
concentracdo de glicose foi determinada pela adiggdOml de soro ao meio contendo
solucdo tampéo fosfato de sédio 0.05M, pH 7.45 naeanmitipirina 0,03mM, 15mM de p-
hidroxibenzoato de sédio e um minimo de 12kU deage oxidase e 0,8kU de peroxidase
por litro.e as absorbancias foram lidas em 510nntradoranco de reacao e utilizando padrao

de D-glicose 100mg/dL (Doles ReagefftpsLeituras espectrofotométricas foram realizadas
com trés repeticdes e os resultados expressos éih (iples).

Também foi coletada hemolinfa para determinacadatilédade da LDH através da
exposi¢do do mesmo nimero de moluscos e procedimeitddos anteriormente. A atividade
da LDH foi determinada pela adicdo de 25uL de hirfaola 1mL de substrato contendo
solucdo 0,1M de lactato, 0,005M de o-fenantrolina Eris 0,2M pH 8,8, e uma gota de
solucdo 0,012M de sulfato de ferro amoniacal, seadmistura incubada a 37°C por 2
minutos. Apds este tempo, foi adicionada uma gataalugdo contendo 130mg de NAD e
4mg de fenazinametasulfato, sendo novamente mitueancubado a 37°C por 5 minutos.
Apés este periodo foi adicionado 1mL da solucaabdstadora de acido cloridrico 0,5M. A
leitura da absorvancia foi feita em espectrofotdmem 510nm contra o branco de reagéo e
utilizando solugdo padrdo de LDH contendo 350Udie LDH. Os resultados foram
expressos emuinol de NADH/L de hemolinfa/minuto.

Para andlise de glicogénio e galactogénio os mosufsiram retirados das conchas e
dissecados em solugao fisioldgica sob microscégiereoscopio para obtengdo da glandula
de albimen, glandula digestiva e massa cefalopediésram utilizados 60 animais da
espécieB. similaris 240 animais da espédie unilamellatae 240 da espéci®. octonaque
foram expostos segundo procedimentos citados anternte. Mesmo ndmero de animais de
cada espécie foi exposto a agua destilada.

Os tecidos de cada 6rgdo foram pesados individudénem balanca analitica (Bosch
SAE200) (magnificancia=1%y), acondicionados em recipientes plasticos, e id@stem
banho de gelo durante o procedimento, evitandoedesxlo a degradacdo enzimatica dos
carboidratos. Foi obtido um “pool” de tecidos com grama de peso fresco, o qual foi
processado para qualificagédo e quantificagéo diisspoarideos.

Para obtencéo dos precipitados de glicogénio etgglénio, os tecidos da glandula
digestiva, glandula de albumen e massa cefalopediwam homogeneizados em frascos de
Potter-Elvehjen contendo acido tricloro acético £/@0 % na proporgdo de 10ml de TCA:
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1g de tecido e centrifugados a 1935xg durante aimioatos. Apos a centrifugacao, foi feita a
filtragem do sobrenadante em papel filtro qualitate o sobrenadante filtrado foi aquecido
em banho-maria a 40°C durante cinco minutos. Admiese ao sobrenadante etanol gelado
(na proporgédo de 2ml etanol:1ml sobrenadante) perceando a mistura em banho de gelo
por 15 minutos e centrifugado novamente a 1730Qxgrde 10 minutos (PINHEIRO &
GOMES, 1994).

Os precipitados obtidos foram submetidos a hidz@isida a quente (acido cloridrico
[HCI] 1mol/L a 100°C por 30 minutos) e posterioraqtificagdo espectrofotométrica, através
da técnica do 3,5 dinitrosalicilato (3,5 DNS) (SUER|, 1925), com leitura de absorbéancia
em comprimento de onda de 535nm. Os resultadosfoedculados pela Lei de Lambert-
Beer com base em, pelo menos, trés leituras cesrenéxpressos em miligramas de glicose
ou miligramas de galactose por grama de tecida, fresco.

2.2.7. Andlise dos dados

Para a comparacdo entre a fecundidade, concentdgédoarboidratos (glicose,
glicogénio e galactogénio) e atividade da LDH ftilizado o teste ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey do programa Bioestat, versdo 5.tes@ de Regressao Linear Simples foi
utilizado para avaliar a relagcdo entre os resuftagt@wontrados e o tempo de exposi¢do aos
extratos.

5.3 RESULTADOS
5.3.1. Efeitos da exposicdo ao extrato aquoso dathfis deSolanum paniculatum
5.3.1.1. Fecundidade

A fecundidade deB. similaris exposta a Ciy do extrato deS. paniculatumfoi
significativamente menor que de moluscos nédo erpo§i<0,05). Considerando o tempo
total de observacdo, a reducdo da fecundidade dora®o, 93% e 79% para 0S grupos
expostos durante 24, 48 e 72 horas, respectivam@nfecundidade média semanal dos
moluscos expostos ao extrato aquoso das folhaS. geniculatunpode ser observada na
Tabela I.

Tabela | — Fecundidade média semanal (nUmero ds/metuscos vivos) d8radybaena similaris
exposta ao extrato aguoso das folhaSalanum paniculaturdurante 24, 48 e 72 horas.

Tempo de exposicdo (horas)

Semanas 2 78 =
Controle  Exposto Controle  Exposto Controle  Exposto
1 83+54 47+33 70£39 0,0 11,1+432 09+12
2 6,6+ 2,4 0,0 87+25% 25+38 63+26 35+26
3 63+35% 09+12 68+1,8 05+07 69+26% 26+20
4 64+25 25+18 55+33 0,0 8,1+4,0 0,0

Média mensal +
Desvio Padrao 6:9 340 2,0z 1,5¢ 7,0+287 0,75¢1,08 8,1+3.4F 1,8+1,45%

* Letras diferentes indicam diferenca significatigatre moluscos expostos e controle em cada iftena
exposicdo (ANOVA, p<0,05).
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A fecundidade de.. unilamellatafoi reduzida em 98% quando exposta asddo
extrato aquoso das folhas 8e paniculatundurante 24 hora\lém disso, para esse grupo
apenas foi observada atividade reprodutiva na sleggemana pés-exposicao (Tabela Il). Os
moluscos expostos por 48 e 72 ndo se reproduzgendo verificada mortalidade total dos
animais na terceira e segunda semana poés-expog@ao cada intervalo de exposicéo,
respectivamente (Tabela ).

Tabela Il — Fecundidade média semanal (nUmero dengmoluscos vivos) deeptinaria
unilamellataexposta ao extrato aquoso de folhaSdieanum paniculaturdurante 24, 48 e 72 horas.
Semanas Tempo de observacao (horas)
24 48 72
Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto

1 5,00 + 0,80 0,0 450+1,5 0,0 15+0,3 0,0

2 330050 1,0+14 50020 0,0 35+15 *

3 2,90+1,10 0,0 4,00+2,0 * 25+1.2 *

4 2,90+1,20 0,0 4,10+1,1 * 20+£1,0 *

Média mensal £
Desvio Padrio 3,50+0,9¢ 0,25+0,35  4,40+1,65 0,0 2,38+1,00 0,0

*Letras diferentes indicam diferenca significativire exposto e controle nos em cada intervalo gesigio
(ANOVA, p<0.05). * Mortalidade dos grupos experirtes.

Na primeira semana pdés-exposicdo nao foram vedidigaovipostura d&. octona
exposta ou extrato. A partir da segunda semananasascos ndo expostos iniciaram o
oviposigao que foi mantida até o fim das observsc¢Bara os moluscos expostos apenas foi
observada atividade reprodutiva na segunda semaaradq expostos ao extrato durante 24
horas e na terceira quando durante 48 e 72 hoedld@ Ill). N&o foi observada diferenca
estatistica entre 0 nUmero médio semanal de owmupidos por moluscos expostos e ndo
expostos (p>0,05), porém analisando-se a fecunelidagtlia mensal foi observada reducao
significativa para os moluscos expostos a¢@lo extrato dé&. paniculatunfp<0,05) (Tabela

).

A andlise do nimero de jovens liberados tambémrowsfue a exposi¢do a &lde
S. paniculatumndo reduziu significativamente a fecundidade (@5Pnos intervalos de
tempo avaliados em relagéo ao grupo controle (&adbgl

Comparando-se o nimero médio de ovos e jovens pdmu por cada grupo
(expostos e controle) em cada intervalo foi veaiic que a exposicdo ao extrato ocasionou
um aumento da retencéo de ovos no Utero e libeidedovens formados (p<0,05) (Tabelas
e lv).

Tabela Ill — Fecundidade média semanal (nimero wes/moluscos vivos) d&ubulina octona
exposta ao extrato aquoso de folhaSdenum paniculaturdurante 24, 48 e 72 horas.
Semanas Tempo de observacao (horas)
24 48 72
Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 4,3+3 4"  1,0:0,8" 13+05% 0,0 05+03 0,0
3 3,029 0,0 1,4+09* 3,02, 475+£3,08 3,0x1,4"
4 1,1+0,8 0,0 1,3+0,8' 0,0 0,70+0,3 0,0

Média mensal +
Desvio padrio  20*18 025+ 0 1,0+05 0,75:058 150,95 0,750,35

*Letras diferentes indicam diferenca significativdre exposto e controle nos em cada intervalo gesigio
(ANOVA, p<0.05).
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Tabela IV — Fecundidade média semanal (nUmero deng@moluscos vivos) d8ubulina
octonaexposta ao extrato aquoso de folhasSdéanum paniculatundurante 24, 48 e 72
horas.

Semanas Tempo de observacéo (horas)
24 48 72
Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto

1 - 0,35+0,8%  2,5+1,8" 1,7+#2,4%  1,040,0 0,0

2 13,0+4,3' 55+1, 74  3,5+1,P" 1,7#1,24 4,5+ 37 0,0

3 3,7¢#1,9% 13,0+4,3" 11,7+34" 10,0+7,8*  16,3+6,0* 9,0+6,4"

4 3,0¢1,8% 27+0,9*  8,0+4,6" 2,5+3,34 8,7+0,9 2,0+2,8*
Medamensalt 49419 54+19 6429 64£29 7,610 27423

Desvio Padrdo

! etras diferentes indicam diferenca significativire exposto e controle nos em cada intervalo gesigio
(ANOVA, p<0.05). * Mortalidade dos grupos experirtes.

5.3.1.2. Concentragdo de galactogénio na glandula dlbimen

Houve reducao significativa do contetido de gala@agna glandula de albumen de
B. similarisem decorréncia da exposi¢do asgo extrato deS. paniculatun(Figura 5.1A).
Quando expostos houve reducdo de 19% em 24 hoveénpndo essa reducdo ndo foi
significativa (p>0,05). Em 48 a reducédo foi de 1789&5,7; p<0,05) e 72 horas de 89%
(Q=7,14; p<0,01) (Figura 5.1A). N&o foi observadearelacdo entre a reducdo no contetdo de
galactogénio e tempo de exposicdo adcleS. paniculatunfF=0,48; p=0,62;%=0,32).

Ao contrario do observado para a primeira espéct®ncentracdo de galactogénio na
glandula de albimen de unilamellatamanteve-se mais elevada na glandula de albimen dos
moluscos expostos ao extrato em todos os intergpk®01) (Figura 5.1B). O percentual de
elevagdo foi de 110%, 176% e 100% para 24, 48 kor@s, respectivamente. N&o houve
correlacdo entre o contelddo de galactogénio e @dede exposicdo &. paniculatum
(F=0,008; p=0,94;%=0,008).

Em S. octondoi verificado que nas primeiras 24 horas pés-eig@m o conteudo de
galactogénio foi mais elevado (19%), porém nacridiféo controle (F=4,20; p=0,10). Em 48
horas, entretanto, houve aumento significativo (L1 concentracdo de galactogénio
(Q=5.08; p<0,05) e o contrario foi observado em W&as, quando houve reducgdo
significativa da concentragcdo desse polissacai@2%) na glandula de albiumen (Q=53,00;
p<0,01) (Figura 5.1 C).
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Figura 5.1. Contelddo de galactose (g/dL) na gléandel albimen de moluscos expostos a
CLsp do extrato aquoso dgolanum paniculaturdurante 72 horas. (Bradybaena similaris

(B) Leptinaria unilamellatae (C) Subulina octondletras mailsculas entre moluscos do

grupo controle e exposto ao longo do tempo e middsdndicam diferenca entre controle e

expostos em cada intervalo de exposigéo (p<0.05).
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5.3.1.3. Concentragdo de glicose na hemolinfa dos moluscos

A concentracdo de glicose na hemolinfa Ble similaris exposta a Ciy de S.
paniculatummostrou-se 51% mais elevada em 24 (Q= 3,76; p<0,05) e 32% em 48 horas pos-
aplicacao (F= 2,0; p=0,23). Apds 72 horas de exposi¢édo houve reducdo de 122% (Q= 3,75;
p<0,05) (Figura 5.2A). N&o houve correlagdo entre a variagdo na concentracdo de glicose e
tempo de exposicdo (F=0,11; p=0,7&0;10).

Foi observado aumento significativo da concentragdo de glicose na hemolinfa de
unilamellataexposta ao extrato em 48 (Q=5,26; p<0,05) e 72 horas (Q=4,80; p<0,05), exceto
guando no intervalo de 24 horas de exposi¢cdo onde o aumento da concentracao nao diferiu do
controle (F=3,96; p=0,12) (Figura 5.2 B). O percentual de aumento da concentragdo de
glicose foi de 22%, 83% e 62% quando os moluscos foram expostos durante 24, 48 e 72
horas, respectivamente. Também n&o foi observada correlagao entre a concentragao de glicose
na hemolinfa e o tempo de exposi¢éo g/CleS. paniculatunfF=0,05; p=0,85).

Houve reducdo da concentracéo de glicose na hemolinfa dos moluscos da%spécie
octonaexpostos ao extrato d& paniculatumsendo essa reducéo significativa em 48 horas
(Q=7,65; p<0,01) e 72 horas (Q=7,43; p<0,05) (Figura 5.2 C). O percentual de redugao 18%,
63% e 61% em 24, 48 e 72 horas, respectivamente. N&o foi observada correlagdo entre tempo
de exposicéo e a variacdo na concentracdo de glicose (F=6,1; p=8)ZH )

5.3.1.4. Concentragéo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos

A exposicdo aS. paniculatumocasionou reducéo de 78,70% na concentracdo de
glicogénio na glandula digestiva Besimilarisapés 48 (Q=66,0; p<0,05) e de 96,60% em 72
horas (Q=37,8; p<0,05). Nas primeiras 24 horas pds-exposi¢édo foi observado aumento de 7%
na concentracdo de molusco expostos, porém esse aumento nado foi significativo (F=0,89;
p=0,59) (Figura 5.3A). Houve reducéo significativa ao longo dos intervalos de exposicéo
(p<0,05), sendo verificada uma correlagdo negativa entre concentracdo de glicogénio na
glandula digestiva e tempo de exposicdo (F=540,0; p=G£298).

Em L. unilamellatafoi verificada reducao de 44,5% na concentragao de glicogénio na
glandula digestiva nas primeiras 24 horas de exposicdo (Q=132,0; p<0,01) (Figura 5.3 B).
Quando expostos durante48 horas ndo houve alteracdo da concentracdo de glicogénio em
relacdo aos moluscos ndo expostos (p>0,05). A exposicdo ao extrato dessa planta também
reduziu significativamente a concentracdo de glicogénio em 72 horas (Q=11,7; p<0,01)
(Figura 5.3B).

A concentragdo de glicogénio na glandula digestiv& dectonasofreu reducdo de
36% (Q=12,2; p<0,05), 69% (Q=54,0; p<0,05) e 28% (p>0,05) em 24, 48 e 72 horas,
respectivamente (Figura 5.3C). N&o foi observada correlagdo entre o tempo e exposi¢éo e a
reducdo no conteddo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos expdtos a
paniculatum(F=0,15; p=0,77;%0,13).
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(B) Leptinaria unilamellatae (C) Subulina octon&lLetras mailsculas entre moluscos do
grupo controle e exposto ao longo do tempo e mulasdndicam diferenca entre controle e

expostos em cada intervalo de exposigdo (p<0.05).
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5.3.1.5. Concentragéo de glicogénio na massa cefeddiosa

Em B. similarisfoi observado que 24 horas de exposi¢cdo ao exedtoiu em 194%

a concentracdo de glicogénio na massa cefaloped®sa0,1; p<0,01) (Figura 5.4A).
Entretanto, quando expostos por 48 e 72 horas,neeotracdo de glicogénio mostrou-se
maior em relacdo ao grupo controle em 1245% (Q=150,01) e 83% (Q=16,4; p<0,01),
respectivamente (Figura 5.4A). Nao foi verificadarrelagdo entre a concentragdo de
glicogénio na massa cefalopediosa e tempo de exdwsi Clsp de S. paniculatun(F=0,62;
p>0,05; f=0,38) eS. lycocarpun{F=0,07; p>0,05;%0,07).

Na massa cefalopediosa de unilamellata a concentracdo de glicogénio foi
significativamente mais alta para moluscos exposioLlsy de S. paniculatumem
comparagéo ao grupo controle em todos os intengdosxposi¢do (p<0,01) (Figura 5.4B).
N&o houve correlagcdo entre a concentracao de élidogia massa cefalopediosa e o tempo
d2e exposicdo para 0s moluscos expostos ao exte®. ghaniculatum(F=6,90; p<0,23;
r-=0,87).

A concentracdo de glicogénio na massa cefalopedidsaS. octona foi
significativamente reduzida em 24 horas de exposi¢i44,82; p<0,05) e nos periodos de
exposicao posteriores manteve-se mais elevada qi:h53,96; p<0,05 e 72 horas: 6,34;
p>0,05) (Figura 5.4 C). Nao foi observada corredagfitre o tempo de exposicdo e as
variacdes na concentracéo desse polissacarided,@5:»=0,12;% 0,92).

5.3.1.6. Atividade da desidrogenase lactica (LDH)

Houve aumento significativo (698%) da atividadd_@d quando os moluscos foram
expostos ao extrato d8. paniculatumapds 24 horas (Q=5,74; p<0,05). Em 48 horas
observou-se reducao (17%) néao significativa (p>0ebb relagdo ao grupo controle. Apés 72
horas ocorreu novamente aumento de 46% da atividadmzima (Q=5,60; p<0,05) (Figura
5.5 A). Nao houve relagdo entre a variacdo nadailé da LDH e o tempo de exposi¢ao
(F=0,47; p=0,62;30,32).

Houve alteragdo da atividade da LDH na hemolinfadenilamellataquando os
moluscos foram expostos a &lde S. paniculatum Foi observada maior atividade da enzima
em 24 (Q=13,96; p<0,01), 48 (Q=4,85; p<0,05) e @tak (Q=5,86; p<0,05) de exposicao
(Figura 5.5 B). Nao foi observada correlagdo eatseimento da atividade da LDH e o tempo
de exposicéo ao extrato (F=4,22; p=0,290181).

Houve reducgéo significativa (7%) da atividade daH_ba hemolinfa deS. octona
guando os moluscos foram expostos durante 24 KQreH03,30; p<0,05). Para os moluscos
expostos durante 48 (Q=4,85; p<0,05) e 72 hora® &8+ p<0,05) a atividade foi maior, 5%
e 11%, respectivamente, porém nao foram encontdiftasncas estatisticas (Figura 2.5 C).
O tempo de exposi¢do ao extrato néo foi correladlarao aumento da atividade da LDH
(F=4,22; p=0,29;%0,81).
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desidrogenase lactica (LDKumol de NADH/L de
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5.2.3.2. Efeitos da exposicdo ao extrato aquoso de frutosSbtanum lycocarpum
5.3.2.1. Fecundidade dos moluscos

Quando expostos a Glde S. lycocarpuma fecundidade deB. similaris foi
significativamente reduzida (p<0,05). O percentual de reducdo da fecundidade foi de 83%,
95% e 96% quando os moluscos foram expostos a 24, 48 e 72 horas, respectivamente. A
fecundidade média/semana dos moluscos expostos e nao expostos pode ser observada na
Tabela V.

Tabela V- Fecundidade média semanal (nimero de ovos/moluscos viBsdgbaena similaris
exposta ao extrato aquoso dos frutoSdinum lycocarpururante 24, 48 e 72 horas.

Tempo de exposicao (horas)

Semanas

24 48 72
Controle  Exposto  Controle  Exposto  Controle  Exposto
1 11,0+2,8 22420  7,0+3,8 0,0 12,843,222 0,7+1,0
2 69+26 28+#20 89+25 15+2¢ 82+0Ff 0,7+10
3 76+18 0,0 6,8+1,7 0,0 8,4+1,92 0,0
4 9,7+3,6 1,1+1,¢  7,9+2.0 0,0 9,9+1,3 0,0

Média mensal + b
Desvio Padra 88275 15+1,28 7,7+25 0,4+05 9,8+1.63 0,40,5

* Letras diferentes indicam diferenca significativa entre exposto e controle nos em cada intervalo de
exposicdo (ANOVA, p<0,05).

A fecundidade da espédie unilamellatafoi reduzida devido a exposi¢cdo ao extrato
de S. lycocarpundurante 24 horas (Q=5,25; p<0,01) (Tabela VI). A exposi¢céo por 48 horas
ao extrato apenas reduziu a fecundidade dos animais nas primeiras duas semanas apds a
exposicdo (Semana 1: Q=5,80; p<0,05 e Semana 2: F=3,40; p<0,05). Nas semanas
subsequentes néo foi verificada reducdo do nimero de jovens produzidos (p>0,05), porém,
comparando-se a fecundidade mensal observou-se que esse grupo teve sua fecundidade
reduzida (Tabela VI). A exposicdo ao extrato durante 72 horas causou interrupcdo da
reproducdo na primeira semana poés-exposicdo. Na segunda semana a fecundidade foi
significativamente menor que o controle (F=5,61; p=0,03) e nas demais, a fecundidade nao
diferiu do controle (p>0,05) (Tabela VI). Para esse grupo ndo se observou diferenca da
fecundidade mensal em relagdo ao controle (p>0,05).

Tabela VI- Fecundidade média semanal (niumero de jovens/moluscos vivokgptearia
unilamellataexposta ao extrato aquoso de frutoSdinum lycocarpurdurante 24, 48 e 72 horas.

Semanas Tempo de observagao (horas)

24 48 72

Controle  Exposto Controle  Exposto Controle  Exposto

6,00 + 0,80 1,50+0.80 4,50+1,56 1,50+2,06 1,50+0,30 0,0
3,10+0,80 3,50+2,86 5,00+2,06 0,40+0,30 3,50+1,50 1,50+1,26
3,00£1,06 2,502,080 4,00+2,06 0,60+0,26 2,50+1,20% 1,40+1,30

2,90+1,16 2,00£1,98 4,10+1,16 1,10+1,96 2,00+1,06 1,20+0,96
Média mensal +

Desvio Padrio 3,75+0,93 2,40+1,86 4,4+1,65 0,9+1,1¢F° 2,4+1,0¢ 1,030,85

A WN PR

! etras diferentes indicam diferenca significativa entre exposto e controle nos em cada intervalo de exposi¢do
(ANOVA, p<0.05).
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ParaS. octonaobservou-se que quando expostos &,Clo extrato aquoso dSs.
lycocarpumo nimero de ovos produzidos ndo diferiu em relagdogrupo controle em
nenhum dos intervalos de exposi¢do na primeireceita semanas (p>0=0,05) (Tabela VII).

O numero de jovens produzidos a partir segunda rsen@os-exposicao foi
significativamente menor para os animais expostioarde 24 horas (Q=5,45; p<0,05), porem
guando avaliada a fecundidade mensal média n&oehdiferenga estatistica (p>0,05).
Quando expostos por 48 horas néo foi verificaderelifca na fecundidade semanal (p>0,05) e
mensal (p>0,05). A exposi¢cdo ao extrato duranteh@fhs apenas verificou-se reducgdo
significativa na segunda semana (Q=8,95; p<0,05epcAndidade media mensal ndo diferiu
do controle (p>0,05) (Tabela VII).

A comparacao entre a liberagdo de ovos e jovensnpduscos mostrou que quando
expostos os animais exposto$alycocarpuno nimero de jovens foi menor em todos os
intervalos de exposi¢édo durante as semanas devabaer(p<0,01).No grupo controle néo foi
verificada reducao significativa (p>0,05) (Tabelkse VIII).

Tabela VII — Fecundidade média semanal (numero wbs/moluscos vivos) d&ubulina octona
exposta ao extrato aguoso de frutoSdanum lycocarpurdurante 24, 48 e 72 horas.

Semanas Tempo de observacéo (horas)
24 48 72
Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto

1 0,0 0,35+0,3* 2,5+1,8" 1,7+2. 4%  1,0+0,0 0,0

2 13,0+4,3’ 55+1,7*  3,5+1,7* 1,741,324 4,5+ 3,7 0,0

3 3,7¢1,9% 13,044,3" 11,7+3.4" 10,0+7,8" 16,346,028 9,0+6,4"

4 3,0£1,5% 2,7+0,9*  8,0+4,6" 2,543,334 8,7+0,9 2,0+2,8"
Mediamensal*  4,941,9 54319 6,442,9 6,429  7,6+1,0 27423

! etras diferentes indicam diferenca significativdre exposto e controle nos em cada intervalo gesigio
(ANOVA, p<0.05). * Mortalidade dos grupos experirtes.

Tabela VIII — Fecundidade média semanal (numergodens/moluscos vivos) d8ubulina octona
exposta ao extrato aquoso de frutoSdenum lycocarpurdurante 24, 48 e 72 horas.
Semanas Tempo de observacao (horas)
24 48 72
Controle  Exposto Controle  Exposto Controle  Exposto

1 - 2,741,9 0,0 0,7+0,9 0,0 3,7+4,0

2 4,35+3,4 03+0,% 15083 1,7#24 35+#1,%  0,720,9

3 3,0042,0°  2,0+16 1540958  2,0+2,6° 3,6+4,5° 0,C

4 1,0£0§ 2,0+1,9 10:00 1,1+1,9 03:04  1,2+0,9

Média mensal + a a
Desvio Padrio 3,75+0,9%  2,4+1,7 4,4+1,6 0,9+1,1° 2,4+1,0° 1,0+0,0%

!Letras diferentes indicam diferenca significativire exposto e controle nos em cada intervalo gesigio
(ANOVA, p<0.05).

5.3.2.2. Concentragdo de galactogénio na glandule dlbamen dos moluscos

Quando os moluscos da espéBiesimilaris foram expostos a Ghdo extrato deS.
lycocarpumhouve reducdo da concentracdo de galactogénio aredigh de albumen. O
percentual de reducgdo foi de 48%, 636% e 175% enf(R,24; p<0,01), 48 (Q=5,1;
p<0,05) e 72 horas poOs-exposicdo (Q=21,7; p<0)9dp foi observada reducao correlagédo
entre a reducdo no conteldo de galactogénio e tetepexposicdo ao extrato (F=0,37;
p=0,65; f=0,27) (Figura 5.6 A).
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Figura 5.6. Conteudo de galactose (g/dL) na gléande! albimen de moluscos expostos a
CLsp do extrato aquoso de frutos 8elanum lycocarpurdurante 72 horas. (ABradybaena
similaris, (B) Leptinaria unilamellatae (C) Subulina octonadletras mailsculas entre
moluscos do grupo controle e exposto ao longo dpdee minusculas indicam diferenga
entre controle e expostos em cada intervalo deséggm (p<0.05).
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A andlise da concentracdo de galactogénioLenunilamellata mostrou que esse
polissacarideo manteve-se mais elevado na glanidukbimen dos moluscos expostos ao
extrato em todos os intervalos, porém, apenas emoPds essa elevagao foi significativa
(Q=21,2; p<0,05). Nos demais intervalos as conaedigs de galactogénio de expostos e ndo
expostos nao diferiu significativamente (p<0,0lip@ia 5.6 B). Nao houve relagdo entre o
conteldo de galactogénio e o tempo de exposi§idyaocarpunF=0,21; p=0,72;%0,18).

Em S. octonafoi verificado aumento significativo da concenfragde galactogénio
guando os animais foram expostos durante 24 (Q648£D,05), 48 (Q=5,10; p<0,05) e 72
horas (Q=18,20; p<0,01). Foi observado percenta@wmnento de 19%, 17,3% e 20% para 0s
periodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamentargFy6 C). Ndo houve correlagdo entre o
tempo de exposi¢do e o aumento de concentracaaattagénio (F=3,68; p=0.3G=0,78)

5.3.2.3. Concentragédo de glicose na hemolinfa doslmscos

Foi observada alteracdo da concentracdo de glicaseemolinfa dos moluscos da
espécieB. similarisexpostos a Cig de S. lycocarpumFoi observado aumento de 33,6% do
conteldo de glicose apds 24 horas de exposicao0(@=<0,11). O mesmo foi observado
aumento apds 48 horas onde foi registrado aumen@4@l%, porém esse aumento nao foi
significativo(p>0,05). ApGs 72 horas de exposi¢aave redugdo acentuada da concentragéo
de glicose (122,7%) (Q= 10,5; p<0,01) (Figura 5.0 foi verificada correlacdo entre as
alteracbes na concentracdo de glicose e o tempexplesicdo &S. lycocarpum(F=2,05;
p=0,39; f=0,67).

Foi verificado aumento significativo da concentagk glicose na hemolinfa de
unilamellab sendo observados os percentuais de 34,6%, 57386enBs periodos de 24
(Q=7,5; p<0,05), 48 (Q=5,7; p<0,05) e 72 horas deosicdo (Q=4,8; p<0,05),
respectivamente (Figura 5.7B). N&o houve correlagi@ive a concentracdo de glicose na
hemolinfa e o tempo de exposicdo &gtleS. lycocarpuniF=18,07; p=0,14).

QuandaS. octondoi exposta a Cig deS. lycocarpunhouve aumento da concentragéo
de glicose na hemolinfa de em todos os intervatb®xposicdo, embora esse aumento s6
tenha sido significativo em 72 horas (Q=11,6; p&D,0Figura 5.7C). O percentual de
aumento verificado para essa espécie foi de 37%,.200% para os intervalos de 24, 48 e
72 horas, respectivamente. Nesse caso também indlosfervada correlagédo entre 0 aumento
d2a concentracdo de glicose e o tempo de exposi¢cdo lgcocarpum(F=0,35; p=1,00;
r-=0,53).
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5.3.2.4. Concentragdo de glicogénio na glandula éigtiva dos moluscos

Quando expostos &. lycocarpumapenas observou-se reducgdo significativa da
concentracd@o de glicogénio na glandula digestiandoB. similaris foi exposta durante 72
horas (Q=10,5; p<0,01) (Figura 2.8A). O percentimlreducdo nesse periodo foi de 85%.
Nas primeiras 24 horas verificou-se que o contalel@alactogénio foi mais elevado (8%)
nos moluscos expostos do que o controle. Em 48herdretanto, observou-se redugéo de
6% porém,ndo foi encontrada diferenca estatisfic@,01). O tempo de exposi¢cdo ndo foi
correlacionado as alteragcdes no contetido de ghdogé& glandula digestiva dessa espécie
(F=14,18; p=0,16:*0,86) (Figura 2.8 A).

ParaL. unilamellataapenas foi verificada reducéo significativa dacemtracdo de
glicogénio na glandula digestiva (62%) quando ofustms permaneceram expostos durante
24 horas (Q=21,2; p<0,01). Nos demais intervalogxjmsicéo verificaram-se elevagéo de
5% e 10% para 24 e 48 horas, respectivamente. diab$ervado correlagdo entre o tempo
de exposicéo e as alteragdes na concentracaoctgdiio na glandula digestiva quando os
moluscos foram expostossa lycocarpuntF=2,50; p:O,36;2|=O,71) (Figura 5.8 B).

Os resultados foram semelhantes quando os anior@s fexpostos par@. octona
sendo observada redugdo significativa da concémrde glicogénio nesse 6rgao de 41% em
24 horas (Q=13,2; p<0,01), de 72% em 48 horas (3=56<0,01) e de 2% em 72 horas
(F=5.73; p=0,07). N&o foi observada correlagdoeenttempo e exposi¢éo e a redugdo no
conteldo de glicogénio na glandula digestiva (F3:0p8:1,00; ¥=0,25) (Figura 5.8 C).

5.3.2.5. Concentragéo de glicogénio na massa cefaldiosa dos moluscos

A exposicdo dd. similarisa Clsg extrato d&. lycocarpundurante 24 horas causou
reducéo de 48% da concentracéo de glicogénio naar@falopediosa (Q=31,00; p<0,05)
(Figura 5.9A). Nos demais periodos de exposicd@robhsam-se elevagdo de 636% em 48
horas (Q=21,74; p<0,01) e de 175% 72 horas (Q=35U,01). Néo foi verificada correlagéo
entre a concentracdo de glicogénio na massa cethiiga e tempo de exposi¢cdo ao extrato
(F=0,07; p>0,05;%0,07).

Na massa cefalopediosa deunilamellata entretanto, a concentragdo de glicogénio
foi significativamente mais alta para moluscos exp® a Cky de S. lycocarpumem
comparagdo ao grupo em todos os intervalos de iegoosO percentual de aumento foi de
61% (Q=14,50; p<0,01), 67% (Q=4,25; p<0,05), e 1(¥%40,10; 0,76) nos intervalos de 24,
48 e 72 horas respectivamente (Figura 5.9 B).

ParaS. octondfoi verificado um padrao similar ao verificado a&. similarissendo
qgue nas primeiras 24 horas houve reducéo de 35%3,95; p<0,01), em 48 houve elevagdo
de 74% (Q=11,75; p<0,01) e em 72 horas, elevac&¥@@=18,12; p<0,01) (Figura 5.9 C).
Para essa espécie também ndo foi estabeleciddacéomeentre o tempo de exposi¢do e
alteragdes na concentragéo de glicogénio na mefalapediosa (F=0,61; p=0,57=0,38).
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CLsp do extrato aquoso de frutos 8elanum lycocarpurdurante 72 horas. (ABradybaena
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5.3.2.6. Atividade da desidrogenase lactica (LDH)

Quando expostos ao extrato Selycocarpuma atividade da LDH na hemolinfa 8e
similaris foi maior em 24 horas (22%) (p>0,05). Em 48 horés-gplicacdo verificou-se
reducdo de 23% e em 72 horas a reducéo foi ig@@9s ndo sendo verificada diferenca
estatistica na atividade desta enzima nessesaftusrde exposicdo (p>0,05) (Figura 5.10A).
N&o foi verificada correlagdo entre o tempo de sig@m e variagdo na atividade enziméatica
(F=0,37; p=0,65;%0,27).

Entretanto, para a espétieunilamellataa atividade da enzima foi mais elevada em
todos os intervalos, porém foi apenas foi possikiservar aumento significativo em 24 horas
(Q=33,58; p<0,01). Nos demais intervalos de ex@osigqumento observado né&o foi
significativo (p>0,05) (Figura 5.10B). Também n&odbservada correlagdo entre o aumento
d2a atividade da LDH e o tempo de exposicio ao texttaS. lycocarpun({F=0,02; p=0,93;
r’=0,01).

Em S. octongoi detectada reducgdo de significativa da atividde LDH em todos os
intervalos de exposicdo. O percentual de redugétef@4% em 24 horas (Q=12,24; p<0,01),
91% em 48 horas (Q=49,50; p<0,01) e de 89% em Fashte exposicdo (Q=15,30; p<0,01).
Para essa espécie também néo foi observada coelatre a redugdo da atividade da LDH e
o tempo de exposicéo ao extrat&dlycocarpunfF=0,02; p=0,93;7%0,01) (Figura 5.10 C).
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68



N
7

aA

aA

N
?

bA
aA

aA
aA I
T T
24 48

Tempo de Exposico (horas)

=
?

o
bl

Atvidade da LDH(1Vmol de
NADH/L de hemolinfa/min)
o
1

o
o

72

1 Controle S /ycocarpum

=
?

o
Q@

aA

o
+

b.A
024 A aA

Nisl Hsl Bl

Tenmpo de BExposicéo (horas)
1 Controle W S [ycocarpum

Atvidade da LDH 1Mol de
NADH/L de hemolinfa/min)
o
?

2.5+

O =

SE 201

8

£

55" e

= o] aA

88 1.0

_% -

s § 0.5 bA

< "‘ b,A b,B
0.0- T : —

24 48 72

Tempo de Bxposigéo (horas)
Em Controle 3 S lycocarpum

Figura 5.10. Atividade da desidrogenase lactica(DKumol de NADH/L de
hemolinfa/minuto) na hemolinfa de moluscos expoat@s, do extrato aquoso de frutos de
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5.3.3. Comparacdo das alteracdes no metabolismo de carboidratos dos moluscos
provocadas pela exposicdo dos moluscos a 4gldos extratos aquosos de folhas de
Solanum paniculatum e de frutos deSolanum lycocarpum

2.3.3.1. Concentragéo de galactogénio na glandula de albimen

Ao comparar a redugdo na concentracéo de galactogénio na glandula de albBmen de
similaris exposta pode-se observar que em 24 horas houve reducdo similar para ambos os
extratos (p>0,05). Todavia, apds 48 horas houve reducdo mais acentuada quando os moluscos
foram expostos &. paniculatum(Q=6,8; p<0,01) e apos 72 a reducao foi significativo para
moluscos expostos ao extratoSldycocarpun{Q=21,0; p<0,01).

ParalL. unilamellataapenas foi observada maior eficiénciaSlepaniculatunem 48
de exposicdo (Q=8,30; p<0,05) ndo sendo registrada diferenca estatistica entre a variacdo
provocada pelos extratos nos demais intervalos (p>0,05).

ParaS. octonafoi verificada maior eficiéncia d&. paniculatumem 72 horas de
exposicao (Q=265,0; p<0,05).

2.3.3.2. Concentragédo de glicose

O teste de analise de varidncia mostrou que o extrat®. gianiculatumprovocou
alteracdes mais acentuadas na concentragdo de glicose nos periodos de 24 (Q=7,6; p<0,05) e
48 horas (Q=4,9; p<0,05). Em 72 horas n&do houve variacdo entre os efeitos provocados na
concentracao de glicose pela exposi¢do aos dois extratos (p>0,05).

As alteracdes nos niveis de glicose dos moluscos da etpécidgamellataexpostos
aos dois extratos foram similares(p>0,05).

Ao comparar as alteragfes provocadas na concentracdo de glic&eodmna
observou-se, entretanto, em 72 horas o aumento provocado pela expdSig§ooagarpum
foi significativo (Q=14,9; p<0,01). Nos demais intervalos os resultados ndo diferiram
(p>0,05).

2.3.3.2. Concentragdo de glicogénio na glandula digestiva e massa cefalopediosa

A concentragdo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos expostos da espécie
B. similaris aos extratos das duas plantas, verificamos que 24 horas de expoSc¢do a
lycocarpumcausou maior elevacao desse polissacarideo do que a expdSigaaniculatum
(Q=10; p<0,01). Para os outros periodos de exposi¢cdo as alteracdes na concentracdo de
glicogénio na glandula digestiva foram similares quando expostos ao extrato de ambas as
plantas (24 horas: Q=0,19; p=1 e 48 horas: Q=0,14; p=0@F&8lnum paniculatum
entretanto, causou maior reducdo da concentracdo de glicogénio na massa cefalopediosa
guando os moluscos foram expostos durante 24 horas (Q=4,2; p<0,01). Nos demais intervalos
S. lycocarpumprovocou maior elevacdo da concentracdo desse polissacarideo (48 horas:
(Q=7,2; p<0,01) e 72 horas: (Q=12,1; p<0,01).

Em L. unilamellata o extrato deS. paniculatumcausou efeito mais acentuado na
concentracd@o glicogénio na glandula digestiva e na massa cefalopediosa maior em todos os
intervalos de exposi¢do do que o extrat@&dlcocarpun{p<0,01).

O extrato deS. paniculatuntausou efeito mais acentuado na glandula digesti@& de
octonaem 48 de exposicao (Q=4,19; p<0,05). Nos demais intervalos ndo houve diferenca
entre a reducdo da concentragdo de glicogénio na glandula digestiva dos moluscos expostos
aos dois extratos (p>0,01). Na massa cefalopediosa, esse extrato também foi mais eficiente
em 24 (Q=10,7; p<0,05) e 48 horas (Q=63,5; p<0,05) d&qlyeocarpum
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2.3.3.2. Atividade da desidrogenase lactica

A comparacdo entre as alteracdes na atividade d4 hd hemolinfa de moluscos
expostos aos dois extratos mostrou que em 24 eodds ha exposicdo a Gl de S.
paniculatum alteracdo mais acentuada (24 horas: Q=5,08; p<€,@8 horas: Q=10,41;
p<0,01). Em 48 horas de exposi¢éo o efeito causaduividade da LDH foi similar para os
dois extratos (p>0,05).

A comparacdo entre o efeito dos extratos mostr@uSgpaniculatuncausou maior
elevagdo na atividade da LDH na hemolinfa_denilamellataem 24 (Q=6,50; p<0,05) e 48
(Q=4,03; p<0,05). En%. octonaa atividade da LDH também foi mais afetada pepeosicao
ao extrato aquoso d& paniculatunindependente do periodo de aplicagdo (p<0,05).

5.4 DISCUSSAO

A influéncia de pesticidas e principios vegetaiditdogia reprodutiva foi observada
por vérios autores (RAO & SINGH, 2000; TRIPHATI &N&5H, 2004; MELLO-SILVA et
al., 2007; FERREIRA et al, 2009). Segundo tais rmst@s interferéncias na fisiologia para
minimizar os efeitos da intoxicacdo geram gastemkrgia de reserva do organismo que ira
ocasionar a castracdo dos moluscos.

Os resultados obtidos demonstraram que a reducafeadmdidade de foi mais
evidente nas espéciBs similarise L. unilamellata Para essa Ultima, podemos concluir que
o efeito residual da Gb de S. paniculatunfoi mais intenso até 15 dias apés a exposicao
ocasionando a morte dos animais. Esse resultatipdrtante, pois demonstra a estabilidade
dos extratos no organismo dos animais apds a @ssqubsicdo. Além disso, para os
moluscos sobreviventes observou-se severa redugdfeadindidade, sendo essa reducéo
aumentada de acordo com o tempo de exposigao.

Em S. octonags efeitos sobre a fecundidade foram menos intenso®s observados
para as outras espécies. Por&ubulina octona& uma espécie ovipara que apresenta uma
estratégia de retencdo de ovos no Utero. Essatéggdrareprodutiva tenta garantir a
sobrevivéncia da prole em condigfes desfavoravaia p incubacdo de ovos (TOMPA,
1984). Nesse estudo ficou evidente que a aplicadd@® extratos, principalments.
lycocarpum propiciaram condigBes adversas que tornaraneag@&b de ovos mais evidente.
Silva et al. (2012) relataram, entretanto, que ssigas aplicacdes d8. paniculatum
ocasionaram castragdo parcial 8e octona causando efeitos negativos no tempo de
maturidade sexual e tamanho no momento do alcamoeatliridade da prole proveniente de
parentais expostos. De acordo com os resultaddadosbpor tais autores, a adogédo da
retencdo de ovos como estratégia reprodutiva néamssuficientes para amenizar os efeitos
negativos da exposi¢do aos extratos em longo prazo.

Em B. similarisobservou-se redu¢do do conteldo de galactogéldacepposicdo aos
dois extratos o que esta diretamente relacionaedLegdo da fecundidade observada para essa
espécie. O contrario foi observado para as outras dspécies sendo registrado o aumento da
concentracdo de galactogénio. E®n octonaa fecundidade n&o foi significativamente
reduzida o que indica a necessidade de continuidadéntese dessa reserva. O galactogénio
€ uma reserva utilizada principalmente como fonterggtica para formagcédo do fluido
perivitelinico, que ira nutrir o embrido durantel@senvolvimento (TOMPA, 1984). Porém,
tal reserva pode ser reduzida por outras raz6esdma produgéo dos ovos. Em condig¢des de
estresse metabolico acentuado, como em longo peréta estivacdo ou parasitismo
(PINHEIRO & AMATO, 1994; PINHEIRO, 1996), o moluscessa a sintese de galactogénio
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a partir da glicose, uma vez que os carboidratos disponiveis sdo direcionados para suprir a
demanda aumentada em resposta ao estresse, neste caso a reducdo da concentracdo dc
galactogénio se da ndo por seu consumo aumentado, mas sim por reducao da sintese.

Porém, emL. unilamellata observou-se aumento de galactogénio e reducédo da
fecundidade. Ao contrario do observado no presente estudo, a exposBasimdaris ao
extrato deAlamanda catharthicd.inné (Apocynaceae) causou aumento da concentragédo de
galactogénio. Os autores sugeriram que esse aumento esteja relacionado a aceleragdo da
sintese desse polissacarideo ou interrupgdo do processo reprodutivo como forma de garantir
um mecanismo compensatério futuro. Todavia, 0s autores ndo avaliaram os efeitos na
fecundidade dos moluscos.

Foram observados que as alteracdes na biologia reprodutiva dos moluscos expostos
possivelmente estdo relacionadas as alteragfes metabolismo de carboidratos. Assim como o
verificado nesse estudo, Mello-siha al. (2007) observaram redugdo da fecundidade de
Biomphalaria glabrata(Say, 1818) exposta ao latex Hephorbia splendens var. hislopii
infectada con®. mansoniEsses autores obtiveram resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo, ou seja, aumento dos niveis de glicose na hemolinfa e massa cefalopediosa e
reducdo das reservas de glicogénio na glandula digestiva indicando aumento do consumo
energético e aceleracao da glicolise (MELLO-SILVA et al., 2010).

A reducdo de reservas da glandula digestiva devido a exposicdo a moluscicidas
vegetais também foi registrada p#rafulica exposta ao latex deé. Splenden§OLIVEIRA,

2007) eB. glabrataao extrato bruto d8olanum malacoxylo(Sendter). Nesta ultima, além

da reducdo no contetdo de glicogénio na glandula digestiva houve aumento da concentragédo
de glicose livre na hemolinfa conforme o verificado no presente estudo (MELLO-SILVA et
al., 2006).

A glicemia nos moluscos é precisamente regulada (THOMPSON & LEE, 1986). A
guebra na homeostasia glicémica é um indicativo de processo de intoxicagdo do animal. A
intoxicacdo dos moluscos pela exposi¢cdo aos extratos pode ter levado a alteragdo do sistema
neuroenddécrino, responsavel pela regulagdo da glicemia no animal (células verdes-claras
[LG]). Os processos de desintoxicagdo do organismo levam a um consumo elevado de
energia, resultando na exaustdo destes depdsitos.

O deslocamento energético da glandula digestiva para os musculos e também a
liberacdo de glicose livre na hemolinfa observado nos grupos expostossasleCE.
paniculatum e S. lycocarpum demonstra a compensacdo metabdlica para regulacédo
homeostésica.

O glicogénio na massa cefalopediosaBlesimilaris e S. octonafoi reduzido nas
primeiras horas pos-aplicacdo e aumentado nos demais intervalos. Esse padrao esta
relacionado a atividade de fuga dos extratos que foi observada logo apos a aplicagéo. Nos
periodos posteriores foi observada diminuicdo da atividade e consequente o aumente das
reservas de glicogénio nos tecidos musculares. J4 emilamellatao glicogénio muscular
manteve-se alto visto que esses moluscos exibiram menor atividade de fuga, permanecendo
parados em contato com extrato e produzindo grande quantidade de muco que criou uma
barreira ao extrato. Lustrino et al. (2009) também observaram aumento da concentracdo de
glicogénio na massa cefalopediosansimilarisexposta a concentracdo de 5% de sementes
de A. cathartica. Entretanto, esses autores verificaram aumento no conteido desse
polissacarideo nos tecidos da glandula digestiva o que sugere diferentes mecanismos de acéo
das plantas.

Apenas foi verificado aumento significativo da atividade da DLHBeimilarispara
aqueles moluscos expostos &gtle S. paniculatumas primeiras 24 horas ap6s a exposicao.
ParaL. unilamellatafoi registrado aumento da DLH em todos os periodos de exposi¢do aos
dois extratos, enquanto para S. octona foi observada reducdo apds exposi¢do durante 24 horas
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ao extrato dé&. paniculatune em todos os periodos de exposicao g G&S. lycocarpum
Assim, pode-se concluir que os extratos ocasionauama aceleragcdo do metabolismo
anaerobio possivelmente devido aos efeitos da ic#gdo Resultados semelhantes foram
observados por Tripathi& Singh (2004) verificarammento da atividade dessa enzima em
Lymnaea acuminatgdLymnaeidae) exposta a concentragdo sub-letal edtigida carbaril.
Essa enzima esta relacionada ao equilibrio enatbadismo e catabolismo de carboidratos e
com a interconversdo entre acido pirlvico e 4citdido (ABSTON & YARBROUGH,
1976).

Rao et al (2003) demonstraram que a exposicaosa €& combina¢bes binarias de
Oleos vegetaisAzadirachta indicaA. Juss. (Meliaceae)Cedrus deodargRoxb) G. Don
(Pinaceae),Allium sativum Linné, (Liliaceae) eNerium indicum Mill. (Apocinaceae))
inibiram a atividade da enzima LDH efn fulica, conforme o observado ef octonaEsses
autores sugeriram que 0s principios vegetais impedia ativacdo do metabolismo
anaerobico o que pode levar a intensificacdo dmefeluscicida.

A reducdo da fecundidade em moluscos expostos @soicidas vegetais podem estar
relacionadas a outras vias metabdlicas. Rao & Si(gf/00) verificaram reducdo da
fecundidade induzidas por exposicao a diferentesbgtacdes de derivados vegetads (
indica, C. deodara A. sativume N. indicumem diferentes propor¢des) para a espécie
fulica. Esses autores observaram a reducdo no conteu@iNAe RNA e fosfolipidios e
concomitante aumento na atividade dalipidio-peradéino ovotestis dos moluscos indicando
0 comprometimento da producgéo de gametas.

As alteragbes no metabolismo de carboidratos faiamares para os dois extratos o
gue indica mecanismos de acdo também semelharggsir@ipios ativos encontrados nessas
plantas (saponinas, taninos e flavondides) tém aimdplamente estudados no controle de
moluscos (MOOLGAARD et al. 2000; SA BARRETO et aD07; SOUZA 2011). Souza
(2011) observou que a aplicacao sucessivg G&Bidens pilosa.inné eMikania glomerata
Sprengel (Asteraceae) que possuem 0s menos pasdfios interferiram no crescimento,
fecundidade e sobrevivéncia 8eoctona

Os resultados demonstram, portanto, que os extiat@snbas as plantas promoveram
alteracdes fisiolégicas nos moluscos que podemolsservadas pelas alteracdes na glicemia,
mobilizacdo de reservas de glicogénio e alterapéeatividade da DLH nas trés espécies de
moluscos. Essas alteragbes possivelmente ocasionas alteragdes negativas na
fecundidade, havendo um processo de castracéospésiesB. similaris e L. unilamellata
dos moluscos pelo desvio de nutrientes que sereatinddos & atividade reprodutiva. Bm
octonanao foi observada castracdo porem o processotelecé® de embribes no Utero foi
aumentado. Assim, pode-se concluir que os extidgd. paniculatune S. lycocarpunsao
promissores para o controle de moluscos terrestres.
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CAPITULO 3

ALTERACOES NO CONTEUDO DE PROTEINAS TOTAIS E COMPOS TOS
NITROGENADOS DE ESCRECAO EM Bradybaena similaris (FERUSSAC, 1821)Leptinaria
unilamelata (D’ ORBIGNY, 1835) E Subulina octona (BRUGUIERE, 1789) EXPOSTAS A Clg,
DE Solanum paniculatum LINNE E Solanum lycocarpum A.S.t.- HIL
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AlteracBes no contedo de proteinas totais e compos nitrogenados de excre¢do em
Bradybaena similaris (FERUSSAC, 1821)|_eptinaria unilamellata (D’ Orbigny, 1835) e
Subulina octona (Brugtiiére, 1789) expostas a Glg de Solanum paniculatum Linné e

Solanum lycocarpum A.S.t.-Hil

RESUMO

Foi objetivo desse estudo verificar a atividade a@ogratos aquosos de folhas &
paniculatume de frutos déS. lycocarpunsobre o conteldo de proteinas totais e produtos
nitrogenados de excre¢ao, ureia e acido Uricoengolinfa deB. similaris L. unilamellatae

S. octona Para essa avaliagdo, moluscos foram expostossad®k extratos de ambas as
plantas durante 24, 48 e 72 horas e coletada alinéapor punc¢éo cardiaca. O controle foi
submetido ao mesmo periodo de exposicao a agukadash exposicdo a Gb.do extrato de

S. paniculatuntausou reducdo significativa do contetdo de prasefotais e aumento das
concentracdes de acido Urico e ureiaBnsimilaris Quando essa espéd@ exposta &.
lycocarpum foi observada redugéo da concentragdo de prsteideido Urico e aumento da
concentracdo de ureia. Elm unilamellata a exposi¢cdo &. paniculatume S. lycocarpum
provocaram redugé@o da concentragdo de proteinas ®televacdo das concentragBes de
acido urico e ureia. A concentracao de proteinasstonanteve-se mais elevada nos moluscos
da espécieS. octonaexpostos aos dois extratos. As concentracdes ide &cco e ureia
também permaneceram mais altas quando os moluspastes aos dois extratos. Os
resultados obtidos demonstram que a exposicdo apatos causou um quadro de
intoxicacdo, ocasionando um desvio do padrdo extcidg uricotélico para ureotélico na
espécieB. similarise provocou o acionamento das duas rotas excretera®do a reduzir 0s
efeitos toxicos dos extratos nas espédiesunilamellata e S. octona A redugdo da
concentracdo de proteinas totais, observada Basimilaris e L. unilamellata pode estar
relacionada aos principios ativos presentes nastest principalmente os taninos que se
ligam a proteinas causando sua inativacao ouiaagflo dessas como fontes de energia. Os
resultados obtidos demonstraram que 0s extratosiomeaam alteracdes significativas no
metabolismo de proteinas totais e nos produtosxdeegio, sendo 0 uso dessas plantas
promissoras para o controle de moluscos terrestres.

Palavras chavesacido Urico, extratos vegetais, intoxicacéo, maluscrestre
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the effeEaqueous extracts obtained from the leafs
of S. paniculatumand fruits ofS. lycocarpumon total protein contents and nitrogenous
products of excretion, urea and uric acid, in hgmtph of B. similaris L. unilamellataand

S. octonaFor the assays, shails were exposed to thg d&fxtracts of both plants during 24,
48 and 72 hours, hemolymph samples were colledted @ach exposure interval by cardiac
puncture. Control group was subjected to the saxpesare period to distilled water. The
exposure to L of S. paniculaturrextract caused a significantly reduction in totedtpins
content and an increasing in the concentrationsiofacid and urea iB. similaris When this
species was exposed$o lycocarpunextract, it was observed a reduction in protemss @ric
acid concentrations and an increasing in urea ottén individuals oL. unilamellata the
contact with S. paniculatumand S. lycocarpumprovoked a decrease in total proteins
concentration and increased uric acid and ureaecdration. Total proteins concentrations
remained higher in individuals &. octonaexposed to both extracts. The concentrations of
uric acid and urea also remained higher when smdilsre exposed to both extracts. The
results show that the exposure to extracts caugedig¢ation that lead to a deviation from
uricotelic to a ureotelic pattern of excretionBn similaris and triggered the mechanism of
both excretory routes in order to reduce the teffects of extracts in individuals df.
unilamellataandS. octonaThe reduction in total proteins concentration8irsimilarisand

L. unilamellatacan be related to the active principles presemixinacts, mainly tannins that
bound to proteins causing their inactivation or tte® of them as energy resources. The
results show that the extracts caused alteratiomstél proteins metabolism and in excretion
products, proving tha the use of these plantsarctdntrol of land snails is promising.

Key Words: land snalil, uric acid, ureia, vegetal extract.
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6.1 INTRODUCAO

O controle de moluscos com uso de extratos vegétaistudado desde meados do
século XX, sendo os primeiros registros verificadws Asia (JURBERG et al. 1989).
Atualmente, tem-se intensificado a busca por sobit& de origem vegetal eficazes no
controle desses animais de modo a substituir ogsticidas sintéticos utilizados (MALEK &
CHENG, 1974; JURBERG et al. 1989; DIAS et al., 200BSCONCELOS et al., 2003 a,b;
YADAV & JAGANNADHAN, 2008; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). A utilizacdo de
extratos vegetais brutos pode representar umanatites de baixo custo e eficiente para o
controle de moluscos.

Para que se estabelecam extratos vegetais efi@ntecontrole de moluscos sao
necessérios estudos de alteracdes fisiolégicasogadas pelo uso destes extratos. Estudos
realizados demonstraram que compostos de origenetalegromoveram alteragdes no
metabolismo de carboidratos (TRIPATHI & SINGH, 20MELLO-SILVA et al 2006;
MELLO-SILVA et al., 2010; 2011), regulacédo enzinsati(RAO et al, 2003) e sintese de
acidos nucléicos em moluscos terrestres (RAO & FHINEDO0O; SINGH & SING, 2004). Os
efeitos metabdlicos observados garantiram a le@diddo extrato ou a reducdo da
fecundidade dos moluscos.

O género Solanum tem sido foco de muitas pesqpmapossuirem principios ativos
como taninos, saponinas e flavondides que apresegfiaiente efeito biocida (referenicas).
Nesse género, destacam-se as esp&adksum paniculaturh. e Solanum lycocarpumst.
Hill que j& foram testadas devido seus efeitos sotida (XAVIER et al. 2010; SILVA et
al., 2012). Ambas as espécies apresentaram proasssoo controle de moluscos
dulciaquicolas e terrestres.

No Brasil, as principais pesquisas se referem anrae de moluscos dos géneros
Biomphlaria e Lymnaea que séo transmissores de helmintoses humanas pendos 0s
estudos sobre controle de moluscos terrestres (SB\Al., 2012).

Moluscos terrestres, entretanto, sdo hospedeirtermiediarios de importantes
parasitos humanos comoAmgiostrongylus cantonensésAngiostrongylus costarisensgém
de outras espécies de parasitos de animais doogsticde criacdo. Nesse contexto
encontramos as espéckBsadybaena similarigFerussac, 1821)eptinaria unilamellata(D’
Orbigny, 1835) &ubulina octondBruguiere, 1789) que além de atuarem como trasEmes
de helmintos causam sérios prejuizos em plantagdescipalmente em culturas de
subsisténcia. Essas espécies podem ser considebmass modelos para testes com
moluscicidas por terem suas caracteristicas bitddgicomo tempo de vida, tempo para
maturidade sexual, fecundidade o que permite aredos#o de todo o ciclo reprodutivo em
laboratério.

Desse modo foram objetivos desse estudo avalifeitm ea exposicdo a Gg.deS.
paniculatume S. lycocarpunsobre a concentra¢éo de proteinas totais, uré&téde Urico na
hemolinfa deB. simiaris L. unilamellatae S. octona
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1. Obtengéo dos moluscos, plantas e preparagdo dos extratos

Os moluscos utilizados nesse estudo foram obtido de criagfes matrizes mantidas no
Laboratério de Biologia de Moluscos do Museu da Malacologia Prof. Maury Pinto de
Oliveira. Os animais foram criados conforme descrito no capitulo 2.

O material vegetal foi coletado e acondicionado e os extratos foram preparados
segundo descrito no Capitulo 1.

6.2.2. Atividade da Clsp de Solanum paniculatum e Solanum lycocarpum sobre a
concentracao de proteinas totais na hemolinfa d&radybaena similaris

Para andlise da concentracdo de proteinas totais na hemolinfa, 120 moluscos foram
expostos a Cfg do extrato aquoso d& paniculatune S. lycocarpun{20 moluscos/intervalo
de exposi¢do) durante 24, 48 e 72 horas. O mesmo nimero de moluscos permaneceu em
contato com Agua destilada durante os mesmos intervalos de tempo. A cada intervalo de
exposicgao foi realizada puncéo cardiaca e coletada da hemolinfa dos moluscos.

O conteado de proteinas totais foi determinado com a técnica do Biureto
(WEICHSELBAUM, 1946). Para tal, uma mistura de 50uL de hemolinfa e 2,5 mL de
reagente de biureto (citrato trisédico 0,144M, carbonato de soédio 0,21M e sulfato de cobre
0,01M) foi homogeneizada, deixado sob temperatura ambiente e apds 5 min. as absorbancias
foram lidas em triplicata em espectrofotdmetro em 550nm. Os resultados expressos em
mg/dL.

6.2.3. Atividade da Clsg de Solanum paniculatum e Solanum lycocarpum sobre a
concentracao de acido Urico e ureia na hemolinfa dg&radybaena similaris

As concentragfes de &cido Urico e ureia foram determinadas a partir da exposi¢céo de
60 moluscos a G dos extratos d8. paniculatune S. lycocarpuntdurante 24, 48 e 72 horas.
Outros 60 animais foram expostos a dgua destilada e permaneceram nas mesmas condicfes.
Apesar da reducdo do numero de moluscos, a densidade populacional em cada terrario foi
mantida. A cada intervalo de exposicdo a hemolinfa foi coletada através de puncéo cardiaca.

Para a determinacao da concentragao de &cido urico, 50 puL de hemolinfa foi misturado
ao reagente de cor (tampéao fosfato de 100mmol/L [pH 7,8] contendo 4 mmol diclorofenol-
sulfonato, 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L, 1204 uricase, 4.980U< ascorbato oxidase,
1.080U < peroxidase). A mistura foi homegeneizada e inculmd@° C por 5 mim. As
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro em 520 nm (BISHOP et al.,, 1996) e os
resultados expressos como mg/dL;

A dosagem de ureia foi realizada através da adi¢do de 2mL de solugdo contendo 60
mmol de salicilato de sddio, nitroprussiato de sddio 3,4 mmol e ETDA dissédico 1,35 mmol a
100pL de hemolinfa. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37°C. As absorbancias
foram lidas em triplicata em espectrofotbmetro em 600 nm e os resultados foram expressos
em mg/dL (CONNERTY et al., 1955).
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6.2.4. Analise dos resultados

As concentracdes de proteinas totais, acido Urioeia foram comparados pelo teste
de variancia de ANOVA do programa BioEstat, versdb O teste de correlagdo de Pearson
foi utilizado para correlacionar as concentrag@eprdteinas, ureia e acido Urico entre si. E 0
teste de regresséo linear simples para avalidteatagbes desses produtos ao longo do tempo.

6.3 RESULTADOS
4.3.1. Efeitos da exposi¢éo ao extrato aquoso dathbs deSolanum paniculatum
4.3.1.1. Proteinas totais na hemolinfa

Houve reducgédo do conteddo de proteinas totais melvda deB. similaris expostos
ao extrato aquoso d&. paniculatumem todos os intervalos de exposicdo. Em 24 horas a
reducdo foi de 34% (Q=6,02; p<0,05), em 48 horad W% (Q=14,40; p<0,05) e em 72
horas pés-exposi¢do foi de 94% (Q=6,40; p<0,05yuid 6.1A). N&o houve correlacéo
sizgnificativa entre a reducdo da concentracdo epdemte exposi¢cdo (F=0,11; p=0,79;
R“=0,10).

Para a espécie. unilamellata verificou-se elevagdo de 40% da concentracdo de
proteinas em 24 horas pds-exposicdo embora essentumao tenha sido significativo
(F=4,56; p=0,09) (Figura 4.1 B). Em 48 horas horagucédo de 30% (Q=14,0; p<0,05) e em
72 horas a reducdo foi de 35% (Q=4,12; p<0,05)uf@igs.1 B). N&do houve correlacdo
significativa entre o tempo de exposi¢do e altexagia concentragdo de proteinas quando os
moluscos foram expostos & &HeS. paniculatun{r=0,22; p=0,71, R=0,18).

Todavia, na espéctg. octonaa concentracéo de proteinas totais foi signifieatiente
mais elevada em 24 (Q=9,50; p<0,05) e 48 horas @35<0,05). Em 72 horas a
concentrac@o de proteinas totais manteve-se ntaispalrém ndo foi verificada diferenga
estatistica entre a concentracdo de proteinass td@iexpostos e ndo expostos (p>0,05)
(Figura 6.1 C). O percentual de elevagao foi d&%d,7356% e 30% para os intervalos de 24,
48 e 72 horas, respectivamente. Nao foi verificaateelacdo entre o tempo de exposicéo e a
elevacéo da concentracéo de proteinas totais (F3;1820,06, R=0,99).

3.3.1.2. Acido Grico na hemolinfa

A concentracdo de &cido Urico na hemolinfaBdesimilaris foi aumentada em 30%
guando os moluscos foram expostos durante 24 {Brdk74; p=0,56), 85% em 48 horas
(Q=31,7; p<0,01) e 56% em 72 horas de exposi¢cdextato deS. paniculatumQ=4,84;
p<0,05) (Figura 6.2 A). Nao houve correlagdo entrempo de exposicdo e a reducdo da
concentracéo de &cido Urico na hemolinfa dos motusgpostos (F=0,37; p=0,65°4,27).
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Figura 6.1. Concentracéo de proteinas totais (mgidLhemolinfa de moluscos expostos a
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Para L. unilamellata exposta a Ciy de S. paniculatumhouve aumento da
concentrac@o de acido Urico de 89%, 83,6% e 43/8%84% 48 e 72 horas, respectivamente
(Figura 6.2 B). Do mesmo modo, nao foi observadeetado entre o tempo de exposi¢éo e o
cgntel]do de acido urico quando os moluscos exp@sfoganiculatum(F=-0,37; p=0,423;
R*=0,62).

A concentracdo de acido urico na hemolinf&8dectonademonstrou 0 mesmo padréo
que as demais espécies mantendo-se mais elevadelagho ao controle em todos os
intervalos. O percentual de aumento foi de 56% (@3;4p<0,05), 52% (F=4,66; p=0,09) e
62% (Q=4,50; p<0,05) para os intervalos de 24, Z& #&oras, respectivamente (Figura 6.2
C). Para essa espécie também néo foi registradelagfo entre o tempo de exposi¢cdo ao
extrato e 0 aumento da concentracéo de &cido aidemolinfa dos moluscos expostos.

3.3.1.3. Ureia na hemolinfa

Foi observado que a exposicdo asgLlde S. paniculatumcausou aumento da
concentracdo de ureia na hemolinfa Be similaris Porém, esse aumento apenas foi
significativo nas primeiras 24 horas de exposigiexrato (Q=5,30; p<0,05) (Figura 6.3 A).
N&o houve correlagdo entre a o aumento da congéotde ureia na hemolinfa e o tempo de
exposicdo ao extrato @& paniculatunfF=3,33; p=0,32; R0,77).

Resultados similares foram verificados plaranilamellatasendo observado aumento
percentual da concentracdo de ureia 68% em 24 KHQ=6,24; p<0,05), 65,5% em 48
(Q=6,75; p<0,05) e de 70% em 72 horas (Q=28,1;084P(Figura 6.3 B). Para essa espécie
também né&o foi encontrada correlacdo entre o auntentoncentragéo de ureia e o tempo de
exposicdo ao extrato (F=1,23; p=F=R,56).

Para S. octona verificou-se aumento significatimadncentragdo de proteinas em 24
(173%) e 48 horas (250%) (p<0,01). Em 72 horas moeato (30%) nao foi significativo
(p>0,05).

N&o houve correlagdo entre a dininuicdo da conagldr de proteinas totais e os
produtos de degradacdo, ureia e acido Urico, quasdmoluscos da espédi similaris
expostos &. paniculatun{ureia: r=-0.21, p=0,57, R0,05; &cido urico: r=0.57; p=0,66). O
mesmo foi observado pata unilamellata (&cido Urico: r=-0,54; p=0,63 e ureia: r=0,97,
p=0,14) quando os moluscos foram expostos ao extEan S. octonatambém néo foi
estabelecida correlagcdo entre o aumento da coacgéotide proteina totais e de &cido Urico
(r=0,28; p=0,81; R?=0,08) e ureia (r=0,81; p=0R%;0,67).
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6.3.2. Efeitos da exposigdo ao extrato aquoso dathfis deSolanum lycocarpum
6.3.2.1. Proteinas totais na hemolinfa

A exposigdo aS. lycocarpumcausou reducdo no conteudo de proteinas totais na
hemolinfa deB. similaris em todos os periodos de exposicdo, porém essgaeafio foi
significativa (p>0,05) (Figura 6.4 A). O percentuld reducdo foi de 34%, 9% e 22% nos
intervalos de 24, 48 e 72 horas, respectivamert@b&m nédo houve relagdo entre o tempo de
exposicao e a alteragcdo na concentracédo de preteinhemolinfa dos moluscos expostos ao
extrato dessa planta (F=0,71; p=0,55:(R42).

Na espécié. unilamellataa concentragdo de proteinas totais na hemolinfaevese
mais alta em relagdo ao controle apds 24 horagnparédo foi identificada diferenca
significativa (p>0,05). Nos intervalos de 48 e 7&ds, entretanto, verificou-se reducdo
significativa de 55% (Q=6,26; p<0,05) e 35% (Q=05,p<0,05) na concentracdo de
proteinas totais (Figura 6.4 B). Do mesmo modo mgeespécie anteriormente citada, nao
houve correlacdo significativa entre o tempo deosigdio e alteragbes na concentracéo de
proteinas (r=-0,33; p=0,79280,11).

Diferente do que foi observado para as outras &géemS. octonaa concentragdo
de proteinas totais manteve-se significativamerdés relevada em relagdo ao controle em
todos os intervalos de exposicdo a CL505déycocarpumO percentual de aumento foi de
251% em 24 horas (Q=9,31; p<0,05), 154,80% em 48sh(=5,90; p<0,05) e de 76,00%
em 72 horas (Q=6,90; p<0,05) (Figura 6.4 C). Também foi detectada correlacdo entre o
tempo de exposicdo ao extrato e 0 aumento da cwac@a de proteinas totais &noctona
(F=0,57; p=0,59; B=0,36).

4.3.2.2. Acido Urico totais na hemolinfa

Em B. similarisfoi observado que exposi¢éo asgteS. lycocarpuntausou reducao
da concentracédo de acido Urico, embora essa redygi@s tenha sido significativa quando
0s animais foram expostos durante 72 horas (Q=9%80,01). O percentual de reducdo da
concentracd@o de acido Urico foi de 42,0%, 37,0994 26 24, 48 e 72 horas pds-exposicao,
respectivamente (Figura 6.5 A).

Diferente do observado paBa similaris nas espécids. unilamellatae S. octonee foi
verificado aumento significativo em todos os intog de exposi¢cdo. Ein unilamellatao
percentual de aumento foi de 80,60% em 24 horag,80:= p<0,05), 62,0% em 48 horas
(Q=6,0; p<0,05) e de 70,1% em 72 horas (Q=15,4,05(Figura 6.5 B). Para. octonans
percentuais de aumento foram de 886% em 24 hora$9(Q0; p<0,05), 531,70% em 48
horas (Q=19,20; p<0,05) e de 665,90 em 72 horad3({®9; p<0,05) (Figura 6.5 C). N&o foi
verificada correlagdo entre o tempo de exposigd@emento da concentracdo de 4cido Urico
emL. unilamellata(F=0,27; p=0,83; R=0,08) €S. octongF=0,33; p=0,67; R=0,25).
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4.3.2.3. Ureia na hemolinfa

Foi observado que a exposicdo asglde S. lycocarpumcausou aumento da
concentracdo de ureia na hemolinfa Be similaris porém esse aumento apenas foi
significativo em 48 horas (Q=4,88; p<0,05) (Figura 6.6 A). Nao houve correlacéo entre a 0
aumento da concentracdo de ureia na hemolinfa e o tempo de exposicdo ao extrato (F=114,60;
p=0,06; B=0,90).

Foi observado que nas primeiras 24 horas de exposicdo houve reducdo da
concentracdo de ureia na hemolinfa de unilamellata porém essa reducdo ndo foi
significativa (F=2,11; p=0,21) (Figura 6.6 B). Entretanto em 48 (Q=7,34; p<0,01) e 72 horas
pés-exposicao (Q=181,00; p<0,01) houve aumento de ureia na hemolinfa foi estatisticamente
significativo. O tempo de exposi¢cdo a fglde S. lycocarpumnédo foi correlacionado ao
aumento da concentracéo de ureia na hemolinfa (F=0,51; p=6:1838&).

Em S. octonafoi verificado aumento significativo em todos os intervalos de
exposicao. Os percentuais observados foram de 338% em 24 horas (Q=15,30; p<0,05), 73%
em 48 horas (Q=14,4; p<0,05) e de 35% em 72 horas (Q=5,10; p<0,05) (Figura 6.6 C). Nesse
caso também néo foi observada correlagdo entre 0 aumento e o tempo de exposi¢ao (F=4,00;
p=0,30; B=0,80).
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Nao houve correla¢@o entre a dininuicdo da conagitr de proteinas totais e os
produtos de degradacéo, ureia e &cido Urico, quBndomilarisfoi exposta ao extrato d&
lycocarpum (ureia: r=0,59, p=0,09, R0,35; acido Urico: r=-0.33, p=0,39,°#0,10). O
mesmo foi observado para a espécienilamellata(écido drico: r=0,99; p=0,07; ureia: r=-
0,96; p>0,17) €S. octona(acido urico: r=0,99; p>0,07; R2=0,98 e ureia: ,B&) p=0,29;
R2=0,80).

6.3.3. Comparacao das alteracdes nas cocnentracd@fes proteinas totais, acido Urico e
ureia pela exposicdo dos moluscos a gj.dos extratos aquosos de folhas d@olanum
paniculatum e de frutos deSolanum lycocarpum

6.3.3.1. Proteinas totais

Ao comparar a reducéo na concentracdo de protemesada pela exposicdo Be
similaris aos dois extratos, foi observado dhiepaniculatunfoi mais efetivo nos intervalos
de 48 (Q=17,80; p<0,01) e 72 horas (Q=4,30; p<0,08®) intervalo 24 a reducdo na
concentracao de proteinas totais ndo diferiu (50,0

Em L. unilamellatg os efeitos da exposicdo aos extratos das duasaplaobre a
concentracdo de proteinas totais nao diferiu s@ifamente em nenhum dos intervalos
(p>0,05).

Para a espéci8. octonafoi observado que em 24 horas o extratdSdeaniculatum
mostrou-se mais eficiente (Q=4,1; p<0,05). Nos denietervalos os resultados foram
similares para ambos os extratos (p>0,05).

6.3.3.2. Acido urico

A reducdo no contetdo de &acido urico na hemolirdaBd similaris apenas foi
significativamente mais acentuada em 48 de expowsi¢&L50 deS. paniculatum(Q=5,83;
p<0,05). Nos demais intervalos a reducao foi sinplara os dois extratos (p>0,05). Para o
espéciel. unilamellata 0 aumento da concentragdo de acido Urico foi re@idente para
aqueles animais exposto$apaniculatumem 48 horas (Q=11,8; p<0,01) e aos expost®s a
lycocarpumem 72 horas (Q=8,2; p<0,01).

Para a espéci§. octonafoi observado que o extrato & lycocarpumfoi mais
eficiente em 24 horas (Q=16,6; p<0,01), 48 (Q=101s®,01) e 72 horas (Q=34,3; p<0,01).

6.3.3.3. Ureia

O efeito da exposicdo ao extrato das duas plaota® & concentracdo de ureia na
hemolinfa ndo diferiu para a espéBiesimilaris(p>0,05).

A comparacdo entre a acdo dos dois extratos paespéciel. unilamellata
demonstrou qué. paniculatunocasionou efeito significativo no aumento da cotregéo de
ureia nas primeiras 24 horas (Q=4,46; p<0,05), angpuo mesmo foi observado peba
lycocarpumnos demais intervalos de exposicéo, 48 e 72 hprisl).

Para a especie S. octona também verificou-se neiociéncia do extrato de S.
lycocarpum nos intervalos de 24 horas (Q=8,52; @0e 72 horas (Q=5,0; p<0,05). Em 48
horas houve similaridade do efeito dos dois extragobre esse composto nitrogenado
(p>0,05).
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6.4 DISCUSSAO

Proteinas totais sdo utilizadas como fonte de enengando existe uma deficiéncia
das fontes de carboidratos que sdo primariamentsunogdas (BECKER, 1980). Nesse
estudo verificou-se reducéo de proteinas totaiseepécied. similaris e L. unilamellatao
gue indica que pode ter havido consumo dessasrgaratencdo das fungbes organicas.

Mello-Silva et al. (2006; 2010) demonstraram a géadudas reservas de carbohidratos
de B. glabrata pela ag¢édo do latex dé. splendensEm condi¢cdes de estresse nutricional
moluscos passam a utilizar proteinas para manutengd homeostase glicémica, pela
biossintesede novode glicose a partir de aminoacidos (THOMPSON & | HER86).
Conforme observado no Capitulo 2, a reducdo daectreg;do de gicogénio na glandula
digestiva pela a exposi¢cdo aos extratos pode esgionado a reducdo no contetddo de
proteinas, indicando a utilizacdo dessas como fdatenergia. Na espedg similaris foi
verificada a maior reducdo tanto de glicogénio eeemrva quanto de proteinas totais na
hemolinfa.

Nos subulinideos, entretanto, foram observadososfaiontrarios, sendo verificado
aumento da concentracdo de proteinas totais p@lasigfo aos dois extratos. Para essa
espécie foi verificado o mesmo padrdo de reducaglidegénio de reserva como nas outras
duas espécies (Capitulo 2). E possivel sugerirmgssa espécie as reservas primarias de
energia foram suficientes para garantir a desioémpéio e manutencdo homeostésica. Vale
ressaltar que a fecundidade média e os efeitos atampentais também foram minimamente
alterados o que reforca a idéia de maior resisaé@eSs. octonaa exposicdo aos moluscicidas.

Outra hipotese para a reducéo de proteinas t@es & complexagéo dessa com 0s
taninos presentes nos extratos. Porém, apenas hedwedo evidente de proteinas totais na
hemolinfa deB. similaris enquanto nas demais especies verificou-se aundestas. Além
disso, conforme foi constatado no Capitulo 1,%rpaniculatunesse composto se apresenta
em quantidade cerca de 1,5 vezes maior Sjuycocarpuno que geraria maior efeito do
primeiro extrato nas alteragcdes nas concentragdgsaleinas totais das trés especies, 0 que
nao foi observado.

A atividade moluscicida de plantas taniferas foirifi@da por Marston &
Hostettmann (1985), que enfatizaram essa classmic@ipromissora como possiveis
produtos no controle de pragas. Alcanfor et al.0{30 demonstraram os efeitos
histofisioldgicos na glandula digestiva de adulttessB. glabrata expostos a extratos de
plantas ricas em taninos. A atividade desse compmsde ter contribuido para a redugédo da
concentracao de proteinas.

Em condi¢gdes normais, moluscos pulmonados tersesk@etam acido Urico, guanina
e xantinas que acarretam baixa perda de agua mecgércde nitrogenio (RIDDLE, 1983).
Porém, sob condi¢cdes de estresse como estivag@ogdo por parasitos e exposicdo a
moluscicidas ocorre aceleragdo da atividade cataboe variagbes, qualitativas e
quantitativas, dos compostos de excrecdo (BECKER0;1HORNE, 1973; GIRAUD-
BILLOUD et al. 2011; PINHEIRO et al, 2009). Fatoreazonais também podem levar a
alteracdes metabdlicas, refletindo no conteldopdogdutos nitrogenados como demonstrado
por Smith & Smith (1998). Esses autores verificakariacdo sazonal no conteddo de &cido
arico relacionado a protegéo contra perda de agsi@stacdes mais quentes do ano.

Quando expostos ao extrato 8e lycocarpumhouve aumento da concentragdo de
ureia e reducgdo da concentragcdo de &cido Uric®.esimilarisindicando o acionamento da
rota ureotélica para a desintoxicacdo dos molustarm as outras espécies expostas aos dois
extratos, incluindoB. similaris exposta aS. paniculatum observou-se aumento dos dois
compostos nitrogenados na hemolinfa o que demanatrecessidade de utilizacdo das duas
rotas para excrecdo. Esses resultados demonstralasticidade metabdlica de moluscos
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terrestres frente a condigbes adversas. EssetadEsilemonstram a plasticidade metabdlica
dos moluscos frente a uma situagéo de intoxicagao.

Resultados semelhantes aos obtidos foram encoatgmoMello-Silva et al. (2011)
gue registraram reducdo no contetdo de &cido éritB. glabratainfectada pofS. mansoni
e exposta ao latex d& splendensEntretanto, Mello-Silva et al. (2006) observarammento
do conteddo de proteinas totais e acido Urico Benglabrata exposta ao extrato dSs.
malacoxylon. Esses autores sugeriram que o0 estresse provqoaldo exposicdo ao
moluscicida levou ao amento do consumo de protepele organismo como forma
compensatoéria de producdo de energia através amgbgénese, promovendo 0 aumento na
concentracao de acido Urico, sendo esse mecanis@@stratégia para diminuir os efeitos da
intoxicacdo pelo extrato.

Na infeccdo por parasitos também pode ocorrer g@e® nas rotas de excregcao de
moluscos. Souza et al. (2000) verificaram que naEreaducdo na concentracdo de ureia de
B. similarisinfectada poEurytrema coelomatucunfunholi et al. (2011) demonstraram que
a infeccdo deB. glabratapor Echinostoma paraenseie & Basch, 1976 demonstraram que
doses miracidiais diferentes aumentaram as corggies de ureia e acido Urico na hemolinfa
dos moluscos no decorrer da infeccdo. Esses aut@mbém verificaram marcado
decréscimo na concentracdo de proteinas totaiemalimfa e sugeriram que o parasito pode
estimular a alteracdo das vias de formacdo de twechitrogenados durante o curso da
infeccdo aumentando as concentracdes de prodirtogariados.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraramsogspécieS. paniculatune S.
lycocarpumprovocaram um processo de intoxicacdo nas espéei@soluscos que por sua
vez acarretou importantes alteracdes no metaboldenproteinas e formacédo de produtos
nitrogenados de excrecdo. Assim, o estudo desaataplno controle de moluscos terrestres
Sao promissores.
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CAPITULO 4

ATIVIDADE MOLUSCICIDA DA CL 5o DE Solanum paniculatum Linné E
Solanum lycocarpum A.S.t.-Hil (SOLANACEAE) SOBRE DIFERENTES FASES DE
DESENVOLVIMENTO DAS ESPECIES Bradybaena similaris (FERUSSAC, 1821),
Leptinaria unilamellata (D’ORBIGNY, 1835) e Subulina octona (BRUGUIERE, 1789)
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Atividade moluscicidada CLsg DE Solanum paniculatum Linné e Solanum
lycocarpum A.S.t.-Hil (Solanaceae) sobre diferentes fases de desenvolvimento das
espécieBradybaena similaris (Ferussac, 1821), eptinaria unilamellata (D’Orbigny,
1835) eSubulina octona (Briiguiére, 1789)

RESUMO

Para que um moluscicida de origem vegetal seja utilizado ele deve apresentar varios pré-
requisitos dentre dos quais se destaca a atividade téxica sobre todas as fases ontogenéticas dos
moluscos. Desse modo foi objetivo estudo foi avaliar o efeito dg @is extratos d&.
paniculatume S. lycocarpunsobre ovos, jovens recém eclodidos e pré-adultos das espécies
Bradybaena similaris(Ferussac, 1821)Leptinaria unilamellata (D’'Orbigny, 1835) e
Subulina octongBruguiere, 1798) durante 72 horas. Para avaliar a atividade ovicida, grupos

de 15 ovos das espéciBssimilarise S. oconadoram expostos aos dois extratos em terrarios
plasticos (250g de capacidade) contendo terra vegetal como substrato e observado o
percentual de eclosdo durante 30 dias. A mortalidade de jovens recém eclodidos e pré-adultos
foi avaliada através da exposicdo de 30 jovens de cada idade e de cada espécie (10
moluscos/grupo) aos extratos das duas plantas durante 72 horas. Grupos controle para 0s
quais foi utilizada agua destilada foram feitos tanto para ovos quanto para jovens. Foi
observada a reducéo da taxa de eclosdo para as duas espécies. Os percentuais de ecloséo par
B. similaris foram de 15%, 11% e 9% quando exposf @aniculatune 18%, 11% e 2%

quando exposta 8. lycocarpunpor 24, 28 e 72 horas, respectivamente. Para a espécie S.
octona foram observados percentuais de 13% nos intervalos de 24 e 48 horas de exposicdo a
S. panialatum. Em 24 horas nao houve eclosdo. Quando expoStol/@ocarpuntambém

houve reducéo significativa da eclosdo em relagdo ao controle (60%, 13% e 2% em 24, 48 e
72 horas, respectivamente). A mortalidade de jovens recém eclodidos expostos ao extrato de
S. paniculatunfoi significativamente aumentada registrando-se mortalidade superior a 90%
para todas as espécies. A mortalidade de jovens dessa idade das Bspsnidaris e S.

octona foi menor quando exposta & lycocarpumembora tenha sido significativamente

maior que o controle. Houve 100% de mortalidade para jovens recém eclodidos dalLespécie
unilamellata Os moluscos pré-adultos mostraram-se mais resistentes do que o0s recém
eclodidos, porém a mortalidade foi significativamente maior que a do grupo controle para as
trés espécies. Os resultados obtidos demonstram que os extratos de ambas as plantas
apresentaram toxidez para todas as fases de vida avaliadas o que indica seu possivel uso para
controle dessas espécies. O uso de moluscicidas que atinjam as fases iniciais do ciclo de vida
pode contribuir com a reducdo da densidade populacional futura, pois reduz o nimero de
adultos reprodutivamente ativos. Quando a densidade populacional é mantida em niveis
controlados os prejuizos causados pelos animais é reduzido bem como a oportunidade de
infecgdo por parasitos.

Palavras-chave:Extrato vegetal, moluscicida, molusco terrestre, ovicida.
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ABSTRACT

A moluscicide plant must present several precoowitito be applied, among them, a toxic
effect in al development stages in life cycle ddilmn In this way, the aim of this study was to
evaluate the effect of Lf of S. paniculatumand S. lycocarpumextracts in eggs, newly
hatched and young adults Bf similaris L. unilamellataandS. octonaexposed during 72
hours. To evaluate the ovicidal effect, groups wiheggs oB. similarisandS. oconavhere
exposed to both plant extracts in plastic terrasy@60g of capacity) containing moistened
sterilized mulch where the observations were camiat for 30 days. The mortality of newly
hatched and young adults was assessed trough guswee to the plant extracts of 30
individuals of each age and species (10 snailsfgrduring 72 hours. Control groups where
made for both eggs and young individuals, exposedidtilled water for the same period. It
was observed a reduction in hatchability for bgbecses. The hatching percentage Bor
similaris where 15%, 11% and 9% when expose® tpaniculatumand 18%, 11% and 2%
when exposed t&. lycocarpumduring 24, 28 and 72 hours, respectively. Boroctona
percentages of 13% where observed in intervals 4ofa@d 48 hours of exposure &
paniculatum It was not observed any hatching in 24 hours.r@heas also a significantly
reduction of hatchability when exposedSo lycocarpuntomparing to control group (60%,
13% and 2% in 24, 48 e 72 hours, respectively). Mbetality of newly hatched individuals
exposed t&. paniculatunextract was significantly increased, with mortahigher than 90%
for all snail species. Mortality dB. similarisand S. octonain this same age was reduced
when exposed t&. lycocarpumthough it was significantly higher than contrabgp. A
100% of mortality was observed for newly hatchedividuals ofL. unilamellata Young
adult where more resistant to the extracts thanlyndéatched although, mortality being
significantly higher when comparing to control gpsufor three species. The results
demonstrated the both plant extracts where toxisntils in all life stages observed in this
study, what indicate its application in the contafl these snails’ species. The use of
moluscicides that affect initial life stages of tife cycle can contribute to the reduction of
future population density, reducing the numberative mature individuals. When population
density is maintained in controlled levels, the dges caused snails are reduced so as the
opportunity of infection by parasites.

Key-words: Plant extract, moluscicide, land snail, ovicide.

101



7.1 INTRODUCAO

O controle de moluscos pode ser uma estratégigemiéicpara o controle parasitos
causadores de enfermidades em animais doméstieasiatio e de humanos (D’AVILA et
al., 2004). Desse modo, as pesquisas sobre prodigosrigem vegetal com atividade
moluscicida tem recebido grande atencéo nas ultitdeadas (STURROCK, 1995).

As espécies de moluscos terrestBeadybaena similarisLeptinaria unillamelatae
Subulina octongem destaque na transmissé@o de helmintos de iamuiat veterinaria. Sao
amplamente estudadas em condigbes de laboratobo psoto de vista da biologia
comportamental e parasitologia (PINHEIRO & AMATO949 BESSA & ARAUJO, 1995;
ALMEIDA & BESSA, 2000; BRANDOLINI, & GOMES, 2002; AVILA & BESSA,
2005A,B; FERREIRA et al, 2009; AFONSO-NETO et &010). Por serem espécies bem
conhecidas, elas se tornam bons modelos para testasbstancias moluscicidas visto que é
possivel o estabelecimento de varios parametrasvagificar a eficiéncia dessas substancias.
Além disso, as variadas estratégias reprodutivessaptadas por essas espécies, oviparidade
paraB. similaris ovoviviparidade par&. unilamellatae ovoviparidade com retengéo de ovos
no Utero para S. octona podem contribuir para ex@aa acdo dos extratos nas fases iniciais
do desenvolvimento.

O controle das fases iniciais de desenvolvimentdriiuem de forma eficaz reduzem
as populagbes de adultos e consequentemente ooeuitegdo futura da densidades
populacionais. Algumas pesquisas ja foram realzadan intuito de verificar a atividade de
moluscicidas sobre ovos e/ou massas de ovos esj@éh, 2005; FERREIRA et al., 2009;
FERREIRA et a. 2010). A acdo sobre fases inici@sddsenvolvimento é um dos pré-
requisitos para que uma espécie vegetal possasadnicomo moluscicida (MARSTON &
HOSTETTMAN, 1996 MOTT, 1987; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

As plantas medicinaiSolanum paniculaturhinné eSolanum lycocarpur.S.t.-Hil
sdo utilizadas popularmente com diversas finalidagela populacdo. Essas espécies
apresentam constituintes quimicos como taninosingags, flavonoides e alcaldides (LOBO
et al., 2010; ARAUJO et al., 2010). Esses consiis quimicos proporcionam a essas
espécies propriedades biocidas, o que incentivatede de seu efeito como moluscicida
(SILVA et al., 2005; LOBO et al., 2010; CHINTHANA &NANTHI, 2012; XAVIER et al.,
2010).

O objetivo desse estudo foi verificar a ativida@deQls, do extrato aguoso de folhas
deS. paniculatune frutos deS. lycocarpunsobre ovos, jovens recém eclodidos e pré-adultos
das espécieB. similaris L. unillamelatae S. octona

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1. Obtengéo dos moluscos, plantas e preparagdms extratos

Os moluscos recém eclodidos, pré-adultos e ove@snfabtidos de criagbes matrizes
existentes no Laboratério de Biologia de Moluscos.PArnaldo dos Santos Coelho, Museu
de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira, Unisidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil, onde também foram zadts os experimentos.

O material vegetal foi coletado e acondicionadoseextratos foram preparados
segundo descrito no Capitulo 1.
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7.2.2. Atividade ovicida

Para avaliar a atividade ovicida dos extrato$§dpaniculaturre S. lycocarpunovos
deB. similarise S. octonaforam expostos a 5mL de cada uma dasy@bs extratos durante
24, 48 e 72 horas. Foram utilizados 45 ovos de eagécie (distribuidos 15 ovos/grupo).
Mesmo ndmero de ovos foram expostos a dgua destlante os mesmos periodos. Apos o
periodo de exposi¢cao os ovos foram transferidoa pavos terrarios e durante 30 dias foi
observada a eclosao de jovens.

7.2.3. Atividade da Clsp de S. paniculatum e S. lycocarpum sobre ovos dé. similarise S.
octona

Para verificar a atividade ovicida dos extratos ©86s (15 ovos/grupo) de cada
espécie foram acondicionados em terrarios de 25@entapacidade contendo 50g de terra
vegetal esterilizada e umedecida e sobre esses fapicados 10 mL de cada um dos
extratos. Para o controle utilizou-se agua destil@b ovos permaneceram expostos durante
0s mesmos periodos. Apds os periodos de exposszawos foram observados diariamente
durante 30 dias.

7.2.4. Percentual de mortalidade de jovens recémledidos e pré-adultos expostos a &l
dos extratos deS. paniculatum e S. lycocarpum

Para essa andlise, 180 moluscos recém-ecloditi®8 pré-adultos de cada espé@e (
octona 30 dias de vidaB. similarise L. unilamellata 60 dias) foram expostos a gldos
extratos dés. paniculatune S. lycocarpundurante 24, 48 e 72 horas.

Para a exposicdo os animais foram distribuidos rmog (10 moluscos cada) em
terrarios de 250mL de capacidade. Para jovens recédidos e pré-adultos foram utilizados
5mL e 8mL de extrato, respectivamente. Gruposralmtidénticos receberam a mesma
guantidade de 4gua destilada. Os moluscos pernraneeen contato com os extratos durante
24, 48 e 72 horas. Ap0s cada periodo de exposigdeith a quantificacdo da mortalidade.

7.2.5. Analise dos dados
Para comparacgéo dos dados de mortalidade, temaaorzduridade sexual e tamanho

na maturidade entre os moluscos expostos e nastespaos extratos foi utilizado o teste de
ANOVA do programa Biostat, verséo 5.0.
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7.3 RESULTADOS

7.3.1. Atividade do extrato aquoso de folhas d&lanum paniculatum

7.3.1.1 Atividade ovicida

Foi verificada reducéo significativa da eclosagadens para as espéciBssimilaris
e S. octonaParaB. similariso percentual de eclosdo quando os ovos foram ®gasClsg
do extrato deS. paniculatumfoi significativamente menor em 24 (Q=10,3; p<(,058
(Q=7,8; p<0,05) e 72 horas (Q=8,8; p<0,05) (Tabela

Em S. octonao percentual de ecloséo foi de 13% em 48 horad,8)9<0,05) e 7%
em 72 horas (Q=3,8; p<0,05). Ndo houve eclosdodjuan ovos foram expostos durante 24
horas ao extrato d&. paniculatun{Tabela I).

Tabela |. Percentual de eclosdo para espésiaslybaena similarise Subulina octona
expostos a Cly do extrato aquoso das folhas@t@anum paniculaturdurante 72 horas.
Ecloséac (%)

Horas de exposicdo Bradybaena similaris Subulina octona
Controle  Exposto Controle Exposto

24 100° 15° 100 0

48 100° 11° 100 13

72 100 9 100 13

*Letras diferentes indicam diferemgaatistica (ANOVA, p<0,05)

7.3.1.2 Jovens Recém eclodidos

O percentual de mortalidade de jovens recém eaedic espéciB. similarisfoi de
92% em 24 horas de exposicao e de 100% nos demtaigalos a Céy de S. paniculatum
(p<0,05). Né&o foi observada mortalidade nos gruggmsexpostos ao extrato (Tabela II).

Para a espécie. unilamellatahouve 100% de mortalidade de jovens dessa idade em
todos os periodos de exposicdo. Também foi obsanmvendtalidade no grupo controle em 72
horas de exposicdo de 2,5%, nos demais nao houvalitade (Tabela ).

Os percentuais de mortalidade para a esp®&ciectonapodem ser observados na
Tabela Il. Foi observada diferenga significativarena mortalidade de expostos e néo
expostos em todos os intervalos de exposicdo (BAsh@®=10,2; p<0,05; 48 horas: Q=8,7,
P<0,05 e 72 horas: Q=10,5, p<0,01).
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Tabela Il. Percentual de mortalidade de jovensmeeélodidos das espéci@adybaena
similaris, Leptinaria unilamellatae Subulina octonaxpostos a Gy do extrato aquoso das
folhas deSolanum paniculaturdurante 72 horas.

Mortalidade (%)

Horas de Bradybaena similaris Leptinaria unilamellata Subulina octona

exposicado Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
24 0 92 0 100 T0 100°
48 0 100 0 100 £7 oF
72 0 100 2 100 ’7 100°

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticBlQVVA, p<0,05)

7.3.1.3 Pré-adultos

Para os moluscos pré-adultos da espBcisimilaris ndo foi verificado mortalidade
nos grupos controle. Nessa fase da vida os molusosraram maior resisténcia a exposi¢ao
ao extrato dé&. paniculatunmsendo o percentual de mortalidade menor que atrada para
recém eclodidos, porém significativamente maior queontrole (24 horas: Q=8,8 p<0,05;
48horas: Q=8,0, p<0,05 e 72 horas: Q=11,2, p<@l&)ela III).

Para a espécié. unilamellata também foi verificado percentual de mortalidade
significativamente maior quando os jovens pré-aduibram expostos ao extrato em todos os
intervalos de exposi¢do (24 horas: Q=4,85, p<O4@boras: Q=3,97, p<0,05 e 72 horas:
Q=4,9, p<0,05). Os percentuais de mortalidade ntenialos de 24, 48 e 72 hora estédo
demonstrados na Tabela llI.

O percentual de mortalidade registrado para a Espéoctonaestdo demonstrados na
Tabela Ill. Em todos os intervalos de exposicdo @talidade dos jovens expostos foi
significativamente maior (24 horas: Q=3,97, p<048;horas: Q=4,36, p<0,05 e 72 horas:
Q=4,5, p<0,05).

Tabela Ill. Percentual de mortalidade de jovens-goiditos das espécieBradybaena
similaris, Leptinaria unilamellatae Subulina octonaxpostos a Gy do extrato aquoso das
folhas deSolanum paniculaturdurante 72 horas.

Mortalidade (%)

Horas de Bradybaena similaris Leptinaria unilamellata Subulina octona

exposicdo Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
24 0 30 13 97° z 22
48 0 33 20 93 o 100
72 0 73 17 97° 0 100°

*Letras diferentes indicam diferenga estatisticBlQVA, p<0,05)
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7.3.2. Atividade do extrato aquoso de frutos dBolanum lycocarpum
7.3.2.1 Atividade ovicida

O percentual de eclosdo registrado para as espBcissnilaris e S. ocotnaestao
demonstrados na Tabela IV. PaBa similaris foi observada reducgdo significativa do
percentual de eclosdo em 24 (Q=10,0, p<0,05), 48.3R, p<0,01) e 72 horas (Q=10,3,
p<0,01). EmS. octonaa redugé@o do percentual de eclosdo também foifisafivamente
menor nos trés intervalos de exposi¢do (24 hora=,3p<0,05, 48 (Q=3,9, p<0,01) e 72
horas (Q=3,9 p<0,01).

Tabela IV. Percentual de eclosdo para espéBiaslybaena similarise Subulina octona
expostos a Cg do extrato aquoso das folhasStdanum lycocarpurdurante 72 horas.

Ecloséo (%)

Horas de exposi¢do Bradybaena similaris Subulina octona
Controle Exposto Controle Exposto

24 100° 18° 100 60°

48 93 11° 89 13

72 93 2° 9r° 2°

*Letras diferentes indicam diferenca #stiza (ANOVA, p<0,05)
7.3.2.2 Jovens Recém eclodidos

O percentual de mortalidade quando jovens recéodiglds das trés espécies estao
representados na Tabela V.

ParaB. similarishouve aumento significativo da mortalidade emQ#43,9; p<0,05),
48 (Q=3,9; p<0,05) e 72 horas (Q=4,0; p<0,05) (Tah?.

Paral. unilamellataobservou-se mortalidade de 100% de jovens deada i todos
os intervalos de exposicédo (p<0,01).

Em S. octonafoi verificado aumento significativo da mortaligadem todos os
intervalos de exposi¢éo (24 horas: Q=3,9, p<0,8%)atas: Q=4,0, p<0,01 e 72 horas: Q=4,4,
p<0,01).

Tabela V. Percentual de mortalidade de jovens reeélodidos das espéci@&adybaena
similaris, Leptinaria unilamellatae Subulina octonaxpostos a Gy do extrato aquoso das
folhas deSolanum lycocarpurdurante 72 horas.

Mortalidade (%)

Horas de Bradybaena similaris Leptinaria unilamellata Subulina octona

exposicdo Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
24 0 40 0 100 0 50°
48 0 40 0 100 o 67
72 0 90 0 100 0 100°

*Letras diferentes indicam diferenga estatisticBlQVA, p<0,05)

7.3.2.3 Jovens pré-adultos

Nessa fase da vida, o percentual de mortalidadie dienilarisexpostosS. lycocarpum
também foi significativamente maior que o contrela 24 (Q=3,8; p<0,05), 48 (Q=4,0;
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p<0,05) e 72 horas (Q=3,9; p<0,05). Paranilamellataa mortalidade também foi maior que
a verificada para o controle em todos os intervdéexposicéo (24 horas: Q=3,8, p<0,0 5; 48
horas: Q=3,8, p<0,05 e 72 horas: Q=3,8, p<0,05h€3mo foi observado quando jovens de
S. octonaforam expostos a esse extrato exposicido (24 h@=a4;0, p<0,0 5; 48 horas:
Q=3,8, p<0,05 e 72 horas: Q=3,9, p<0,05)

Tabela VI. Percentual de mortalidade de jovensapdtos das espécieBradybaena
similaris, Leptinaria unilamellatae Subulina octonaxpostos a Gy do extrato aquoso das
folhas deSolanum lycocarpurdurante 72 horas.

Mortalidade (%)

Horas de Bradybaena similaris Leptinaria unilamellata Subulina octona

exposicdo  Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
24 0 53 11 90’ 0§ 30°
48 0 63 18 97° 0} 87
72 0 83 22 100 0 90’

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticBlQVVA, p<0,05)

7.3.3. Comparacdo entre a atividade dos extratos agsos das folhas deSolanum
paniculatum de frutos deSolanum lycocarpum

7.3.3.1. Atividade ovicida

N&o foi observada diferenca entre a taxa de eclgsando os ovos da espééle
similaris foram expostos a ambos os extratos independentengm de exposicdo (p>0,05).
Resultados semelhantes foram observados Baractonando sendo verificada maior
eficiéncia de um dos extratos sobre a taxa de &elgs>0,05).

7.3.3.2. Jovens Recém eclodidos

Quando jovens recém eclodidos da espBcisimilaris foram expostos a Gb.deS.
paniculatuma mortalidade de recém eclodidos maior do quauesreceberars. lycocarpum
em todos os periodos de exposicdo, porém o pesadeppenas foi significativamente
diferente em 48 horas ap6s a aplica¢édo (Q=7,3504%0

Para a espécie L. unilamellata o efeito de ambextatos foi similar (p>0,05).

A mortalidade provocada pelos extratos $le paniculatumfoi significativamente
maior para jovens recém eclodidos da espé&cimctona(Q=12,2; p<0,01). Nos demais
intervalos a mortalidade néo diferiu entre os ¢atra

7.3.3.3. Pré-adultos

Para jovens d@. similaris dessa idade o extrato & paniculatumcausou maior
mortalidade que o d&. lycocarpumembora ndo tenha sido verificada diferenca entre o
percentual para os dois extratos (p>0,05) nosviales de exposicdo analisados.

A mortalidade de pré-adultos das espétiesinilamellatae S. octonando diferiu
(p<0,05).
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7.4 DISCUSSAO

Para que uma substancia possa ser utilizada corsscitida, esta deve atender a
determinadas caracteristicas indispensaveis a uprafgraguicida, tais como ser ativo em
baixas concentragfes, inofensivo ao homem e aowa@i facilidade de preparacdo e
aplicacé@o, apresentar baixo custo. Além disso, bsté&ncia deve ser toxico em todos 0s
estagios de vida do molusco (MOTT, 1987; MINISTER@ SAUDE, 2008;:WHO, 1983).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam quesg dois extratos de ambas as
plantas, calculada para adultos, foram suficiepsea provocar significativa mortalidade de
jovens recém eclodidos e pré-adultos das trés iespéle moluscos e também provocou
reducédo da taxa de ecloséo.

Outros autores ja verificaram a atividade de madi&s quimicos e extraidos de
plantas sobre diferentes fases de desenvolvimetamieém sobre ovos de moluscos (AL,
2005; DANKOWSKA; 2009; FERREIRA et al, 2009; 208hoaib et al., 2010; - TRIPATHI
et al. 2010). Ali (2005) verificou que tanto a psamida quanto os extratos Bephorbia
heliscope Melia azedirachtareduziram a sobrevivéncia de embrifesPigsa acutaEsse
autor verificou mas formagdes nos embrides prificipate no estagio de gastrula. Ainda
segundo esse autor o os efeitos dos moluscicidadtes deveu-se a capacidade do
moluscicida em penetrar a camada gelatinosa qusbnece protege os ovos. Resultados
semelhantes foram observados para outras espéeiesiotlscos dulciaquicilas como
Lymnaea luteoledPARASHAR, et al., 1995; SUKUMARAN, et al., 2004), natalensis
(Gillet, & Bruax, 1962)0Oncomelaria sp(ZHANY & GUO, 1992) eP. acuta(CHEUNY &
LAM, 1998).

BAKRY et al. (2011) demonstraram reduc¢éo da produgiovos e da taxa e eclosao
de Bulinus truncatusbem como aumento do percentual de ovos anormajsrisdo a
atividade do extrato tanto sobre o desenvolvimamtdorionario e quanto no periodo que
antecede a formacgéo do ovo.

Poucos trabalhos investigam a acéo de moluscisiola® fases de vida de moluscos.
Ferreira et al (2009) demonstraram, entretanto, solecdes de cafeina e timol nas
concentracdes de 2,5% e 5% causaram reducdo asfi@cha espéci®. octonaPorém, a
cafeina ndo provocou alteragdes significativasara tle eclosdo d& similaris(FERREIRA
et al. 2010).

A exposicdo a extratos vegetais ocasionou redugéadisativa da ecloséo de jovens
de S. octonacomo verificados pela exposi¢do aos extr&mens pilosalinné eMikania
glomerataSprengel (SOUZA, 2012)Furcreae foetidel. (NASCIMENTO, 2008). Todas as
plantas citadas s&o ricas em saponinas, principio que também é encontrado nos extratos
aquosos dé&. paniculatune S. lycocarpumSA BARRETO et al. também observaram acéo
moluscicida dé/itex gardnerianaobre enbrioes de B. glabrata e relacionaramsodtagos e
presenca de saponinas existentes no vegetal. Aastade dos resultados indicam que
possivelmente esse metabdlito esteja envolvidedagdo da eclodibilidade verificada nesse
estudo. Os ovos de gastropodes terrestres apmsanpeiotecdo de uma casca calcaria que
atua como uma barreira fisica a condigbes ambgeptaredadores (TOMPA, 1984). Porém,
com os resultados obtidos é possivel sugerir queena penetracdo do moluscicida através
da casca dos ovos interrompendo/alterando o delsaneoto dos embrides.

Pereira & Souza (1974), entretanto, demonstraraos @eBiomphalaria glabrata
foram cerca de 30 vezes mais resistentes que add#ssa espécie exposta ao extrato
hexanico de castanha de caju. A baixa suceptidéidie ovos também foi observada quando
ovos dessa espécie foram expostos ao extratocbutiéPhytolaca dodecandra.. Schall et
al. (1998) também observaram ser necesséaria ahliaeotracdo do latex dEuphorbia
splendens var. hisloppara matar embrides d& glabrata O latex dessa planta também
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reduziu a fecundidade dessa espécie, além de ceethagdo do percentual de eclosdo
conforme foi observado por Mello-Silva et al. (2R07

Nesse estudo foi observado que os extratos de amslygantas foram potencialmente
toxicos jovens das trés espécies. Observou-se nmapndalidade de pré-adultos quando
comparados aos jovens recém eclodidos o indicaaqueserva de energia dos animais €
necessaria para garantir a desintoxicagéo pelost@ext Jovens recém eclodidos ainda contam
com as reservas adquiridas através do albimen \dizs (@OMPA, 1984). Essa reserva €
utilizada para todo o periodo embrionério e prioeimomentos da vida até que sejam
complementadas com alimento encontrado na natureza.

Jovens pré-adultos por outro lado, tendem a armaazghcogénio na glandula
digestiva para garantir o processo reprodutivorgSiP009) a qual possivelmente é utilizada
num processo de intoxicacdo. Ferreira et al. (28&&)onstrou que a cafeina (5%) ocasionou
mortalidade de jovens 10 e 30 dias de vida da &sBésimilaris Embora a idade da espécie
B. similarisutilizada no presente estudo seja diferente (48 de vida), os resultados foram
similares aos encontrados por esses autores coon maitalidade de individuos com menor
idade. Ferreira et al. (2009) observaram resultadwselhantes quanto a exposicdo de S.
ocona a solugdes de timol e cafeina, sendo endantreior mortalidade para jovens com
menor idade.

N&o foram encontrados trabalhos que investigasseefeito de moluscicidas de
origem vegetal sobre a espécle unilamellata porém os resultados encontrados
demonstraram que essa foi mais suscetivel a acSoextbatos com maiores taxas de
mortalidade tanto para jovens recém eclodidos quaenta pré-adultos.

Diferente do encontrado nesse estudo, Thammasial.ef2011) verificaram que
moluscos imaturos da espéd&ithynia siamensis goniomphalagstraram maior resisténcia
gue adultos ao moluscicida comercial Bayluscide® cencentracdes variando de 1mg/L a
0,03mg/L, ou seja, a concentragdes letal foi mp#ra jovens imaturos do que para adultos.
Nesse trabalho ficou evidenciado que as concemsag@ibletais encontradas para adultos
foram suficientes para ocasionar reducao da ecleséortalidade de jovens recém eclodidos
e adultos.

A diferenca entre a mortalidade entre as espéads pstar relacionada ao padrédo
comportamental. A espéci2 similarisé uma espécie mais ativa com intenso deslocamento
para as paredes do terrario o que diminui o cotato o0 extrato. A espéci octonajuando
exposta a ambos o0s extratos também apresentaosspertamento que € tido como anormal
para a espécie, mas também diminui o contato centrato. J4.. unilamellata apresenta o
comportamento de liberacdo de muco quando expostiratos vegetais. Porém acredita-se
que o muco liberado por jovens ndo garantiu umaeirareficiente ao extrato conforme
verificado nos adultos. Do mesmo modo, acreditgts® nos adultos o comportamento de
fuga foi mais eficiente o que explica a alta mattale de jovens expostos a fgldos
extratos.

Os resultados obtidos demonstraram que a concéatsapletal dos extratos aquosos
deS. paniculatune S. lycocarpuntausaram efeitos negativos sobre a eclos@ denilaris
e S. octona e sobre a mortalidade de jovens talaspgécies avaliadas. Esses resultados séo
importantes, pois a acdo de moluscicidas sobreaedifes fases de desenvolvimento dos
animais € uma importante forma de manutencdo daidiate populacional em niveis
controlados de modo a evitar a oportunidade degafe por parasitos.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1. Foi confirmada a presen¢a dos principios ativggponinas, taninos condensados e
flavondides nos extratos & paniculatune S. lycocarpume ambos apresentaram atividade
moluscicida. O extrato dé&. paniculatumapresentou maior concentracdo de taninos e
saponinas que o extrato 8elycocarpum

2. A fecundidade das especiBs similaris e L. unilamellada foram significativamente
reduzida em todos os intervalos de exposi¢do. Alyp&o de ovos d&. octonando foi
alterada pela exposicdo aos extratos, porém foersdda uma mudanca da estratégia
reprodutiva com o0 aumento da retengdo de ovos o @liberagéo de jovens.

3. A concentracdo de galactogénio @&m similaris foi reduzida. EmL. unilamellata a
concentracdo desse polissacarideo permaneceuraliades os periodos de observacé®. e
octonaa concentragdo apenas foi reduzida apés 72 heraspbsicao.

4. A glicemia das espécies foi afetada. Foi obskrvan deslocamento da energia de reserva
da gindula digestiva e aumento nos tecidos da n@abpediosa. Também houve elevacao
da glicose livre na hemolinfa.

5. A concentracdo de proteinas totais foi reduajulenas enB. similaris pelos dois extratos.
Em L. unilamellataa reducdo e poteinas apenas foi observada a gert#8 horas de
exposicao. En%s. octonaconcentragcdo de proteinas totais permaneceu feaada do que no
controle.

6. EmB. similarisobservou-se a reducao da cocnentracdo de acmmaidaumento da ureia
indicando o direcionamento para rota ureotélicaa gardesintoxicacdo dos moluscos. Nas
demais espéciedi verificado o acionamento das rotas com aumentexdee¢éo de acido
arico e ureia para desintoxicagao.

7. A ClLso de ambos os extratos apresentou eficiente efgitidda. Do mesmo modo, essa
concentracao foi letal para jovens recém eclosidadultos das trés espécies.

8. Os efeitos verificados na fecundidade, metalalide carboidratos e de proteinas totais e

produtos nitrogenados foram similaris os extratesSd paniculatume S. lycocarpum
possivelmente devido a similaridade dos principidgs encontrados em ambas as plantas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse estudo éymbsdirmar que as plant&olanum
panicualtume Solanum lycocarpunsdo promissoras no controle de moluscos terrestres
Ambas as plantas apresentaram atividade molusccidaxtracdo aquoso sendo constatadas
concentracdes inferiores a 10%, que é viavel de@apagdo e aplicacdo. As plantas
apresentaram caracteristicas recomedadas pelaizagg@m Mundia de Salde (OMS) como:
grande porte, perenes, principios ativos contisogartes renovaveis, ativas concentracdes
baixas, e efecaz em vérias fases de desenvolvirdentmluscos terrestres.

Os extratos aquosos & paniculatune S. lycocarpunforam eficazes na redugéo da
fecundidade das espéciBs similaris e L. unilamellata causando uma castragdo pacial e
interrupacdo da reproducdo, respectivamente. Néciesp. octonaos extratos causaram a
alteragdo na estratégia reprodutiva aumentandercéo de ovos no Utero.

As reservas energéticas destinadas as reproducam freduzidas na espécie B.
similaris, sendo coincidente a reducéo da fecundididas demais espécies as reservas forma
aumentadas indicando um mecanismo de manuteng@&palucdo futura.

Em relacdo aos depésitos de carboidrados, foi eéderque ambos os extratos
interferiram na regulacéo glicémica dos moluscesrido & mobilizacdo de glicogénio de
reserva para manter a homeostasia organica.

Também é imporante ressaltar que o metabolismmichetos foi alterado havendo
uma tendéncia a aumento da atividade da enzimardgsnase lactica e aceleragdo do
metabolismo anaerdébio.

Nas espécieB. similariseL. unilamellatafoi evidenciado reducéo da concentragao de
proteinas totais na hemolinfa. EBBnoctonanao se estabeleceu esse padrao, havendo aumento
de proteinas totais na hemolinfa dos moluscos datéd® ao controle. o que sugere o
cunsumo dessas como fonte de energia. A reduacemivacdo de proteinas pode estar
relacionada ao consumo dessas como fonte de emkagido a reducédo da concentracéo de
carboidratos. Sugere-se que a esp8ciectonando utilizou proteinas como fonte energética
ja que as alteracdes nos depdsitos de glicogéramfminimamente afetadas.

Em relagdo a excre¢cdo dos moluscos foi observads depostas distintas: nas
espécied. similarise L. unilamellatahouve alteracdo da rota uricotélica para ure@déiem
S. octonahouve 0 acionamento das duas rotas. Esses remittachonstram a plasticidade de
mecanismos utilizados pelos moluscos frente aicagio pelos extratos.

Assim como o preconizado pela OMS, asgloi suficiente para causar mortalidade
de fases iniciais de desenvolvimento bem como ietaz eclodibilidade de ovos.

Os resultados obtidos permitem concluir que amlsoextratos séo promisores para
estudos como moluscicidas sendo ainda necessétiodos que esclarecam as suas fracdes
ativas e respostas fisiolégicas de moluscos teeest
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