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RESUMO: Nesta nota ¢ apresentada detalhadamente a metodologia (preparagdo dos extratos, adaptagdo dos caramujos,
ensaio de atividade, destino dos caramujos) usada para a avaliacdo da atividade moluscicida de extratos de plantas frente
a caramujos da espécie Biomphalaria glabrata. A adaptacdo desta metodologia tem o propdsito de avaliar extratos naturais
para a busca de produtos alternativos mais baratos, biodegradaveis, seguros e disponiveis localmente, para o controle das
populagdes de caramujos.
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BIOASSAY OF MOLLUSCICIDAL ACTIVITY ADAPTED FOR THE EVALUATION OF MEDICINAL PLANT
EXTRACTS

ABSTRACT: The methodology (extract preparation, adaptation of the snails, activity test, destiny of the snails) used for the
evaluation of the molluscicidal activity of plant extracts in relation to snails from the Biomphalaria glabrata species appears in
detail in this note. The adaptation of this methodology has the purpose of evaluating natural extracts in order to find cheaper,
biodegradable, safe and easily available alternative products for the control of the populations of snails.
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BIOENSAYO DE ACTIVIDAD MOLUSCICIDA ADAPTADO PARA EVALUACION DE EXTRACTOS DE
PLANTAS MEDICINALES

RESUMEN: En este apunte se presenta detalladamente la metodologia (preparacion de los extractos, adaptacion de los ca-
racoles, ensayo de actividad, destino de los caracoles) utilizada para la evaluacion de la actividad moluscicida de extractos
de plantas frente a caracoles de la especie Biomphalaria glabrata. La adaptacion de esta metodologia tiene el proposito de
evaluar extractos naturales para la busqueda de productos alternativos mas baratos, biodegradables, seguros y disponibles

localmente, para el control de las poblaciones de caracoles.

PALABRAS CLAVE: Actividad moluscicida. Biomphalaria glabrata. Bioensayo. Esquistosomiasis.

Introducao

Moluscicidas sdo substancias usadas para extermi-
nar moluscos, especialmente caramujos que vivem e se ali-
mentam de folhagens em estufas, jardins, lavouras e campos.
Também sdo utilizados para controlar caramujos vetores de
parasitos importantes em satude publica. Os programas de
controle que incluem o uso de moluscicidas estdo voltados
para o combate a moluscos transmissores da esquistossomo-
se e de moléstias como a fasciolose, causada por Fasciola he-
patica (Trematoda, Fasciolidae) e que tem como hospedeiro
intermediario Lymnaea spp. (Gastropoda).

No Brasil, os hospedeiros intermediarios do helmin-
to parasito Schistosoma mansoni, responsavel pela doenca
endémica esquistossomose mansonica (“barriga d’agua”),
sdo moluscos do género Biomphalaria (Planorbidae). Das
trés espécies brasileiras hospedeiras intermediarias (B. gla-
brata, B. tenagophila e B. straminea) do S. mansoni, a B.

glabrata é a mais importante, em decorréncia de sua extensa
distribuig@o geografica, altos indices de infecgdo e eficiéncia
na transmissdo da esquistossomose. Além disso, sua distri-
buigdo quase sempre esta associada a ocorréncia da esquis-
tossomose. A presenca deste molusco ja foi notificada em 16
estados brasileiros, além do Distrito Federal, ¢ em 799 muni-
cipios da regido sul, sudeste, centro-oeste e nordeste brasilei-
ro (CARVALHO et al., 2005).

Os moluscicidas sintéticos sdo utilizados em pro-
gramas de controle da esquistossomose, com o objetivo de
combater os caramujos vetores. No momento, apenas uma
substancia sintética, a niclosamida, é recomendada pela
Organizacdo das Nag¢des Unidas (ONU) como moluscicida
(LEYTON et al., 2005). A preocupagdo com o desenvol-
vimento de resisténcia dos caramujos a essas substancias,
a baixa seletividade que apresentam (atuando sobre outras
espécies da fauna, podendo perturbar o equilibrio ecologico
local) e a procura por substancias facilmente biodegradaveis
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tém aumentado o interesse pelo uso de moluscicidas de ori-
gem vegetal (McCULLOUGH et al., 1980). O interesse pelo
uso destes compostos no controle da esquistossomose data da
década de 1930, quando foi sugerido o plantio de Balanites
aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma arvore tipica do deserto
africano, nas margens dos focos de transmissdo, no Suddo.
Seus frutos, ao cairem das arvores, inibiam a densidade po-
pulacional de caramujos (ARCHIBALD, 1933). No Brasil,
os primeiros estudos sobre moluscicidas de origem vegetal
demonstraram a atividade de extratos aquosos de caules de
Serjania spp. (cipo-timbd) e de frutos de Sapindus saponaria
L. (Sapindaceae) (saboneteira, sabdo) em Biomphalaria gla-
brata. Essa acdo foi atribuida as saponinas presentes nestes
vegetais (PINTO; ALMEIDA, 1944). Centenas de espécies
vegetais medicinais, toxicas e ornamentais ja foram testadas
quanto a sua atividade moluscicida. No Brasil, varias plantas
foram testadas com a finalidade de verificar sua agdo mo-
luscicida (AMORIN; PESSOA, 1962; KLOOS; McCULLO-
UGH, 1982; MENDES et al., 1984; MENDES et al., 1999;
ROUQUAYROL et al., 1972; SILVA et al., 1971).

Considerando a importancia da descoberta de novas
substancias que apresentem potencial atividade moluscicida,
varias espécies vegetais regionais devem ser testadas. Indica-
se a utilizacao de extratos de folhas, galhos ou frutos de espé-
cies de plantas regionais como matéria prima para obtencgao
de substancias a serem empregadas no controle de B. gla-
brata. Nesta nota apresentamos detalhadamente o protocolo
adaptado de Leyton et al. (2005), o qual foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Experimentagio
em Animais (CEPEEA) da UNIPAR e aprovado pelo mesmo
(protocolo 1009/2008).

Material e Métodos
Preparacio dos extratos vegetais

As espécies vegetais coletadas sdo secas em estu-
fas (40°C) com circulag@o de ar e, posteriormente, moidas
ou trituradas, e submetidas a maceragdo com alcool etilico
previamente destilado. Os extratos alcodlicos brutos obtidos
sdo filtrados e evaporados em rotacvaporador, sob pressdo
reduzida e temperatura ndo superior a 50°C, até a remogao
completa do etanol. Extratos de polaridades crescentes po-
dem ser obtidos com extratores Sohxlet. O material seco e
moido € submetido a extragdes seqiienciais com os seguintes
solventes, seguindo a ordem de polaridade: hexano, acetato
de etila e metanol (HOSTETTMANN, QUEIROZ, VIEIRA,
2003).

Adaptacio dos caramujos

Os caramujos utilizados nos testes de atividade mo-
luscicida sdo espécimes de Biomphalaria glabrata (Gastro-
poda). Os caramujos devem ser adaptados a temperatura de
23-25°C e regime de iluminagédo natural, em caixa d’agua de
polietileno (95 cm de didmetro x 55 cm de altura) com cerca
de 200 litros de agua, inicialmente neutralizada com calcario
e mantida em repouso por um periodo minimo de 24 horas,
para a eliminag@o do cloro. O reservatdrio deve ser arejado
por meio de bombas de ar (HOBBY 14 — BIKI IND. E COM.
LTDA - Brasil) (1,5W) e a temperatura da agua ¢ controla-
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da com termostato eletronico (Master — Termostato — IND.
DE EQUIP. PARA PSICULTURA - Brasil) (500W, 25 °C).
Alguns exemplares de peixes lebistes da espécie Poecilia re-
ticulata, além de ramos da planta aquatica Elodia canaden-
sis, também foram adaptados as condigdes do reservatorio,
compondo o ambiente do aquario. O alimento fornecido ad
libitum constituiu-se de alface fresca (Lactuca sativa) para os
caramujos e ragdo especifica (ALEON GUPPY® MEP 200
COMPLEX - Brasil) para os peixes.

Ensaios moluscicidas

A verificagdo da atividade moluscicida em espéci-
mes adultos de B. glabrata segue os procedimentos recomen-
dados pela Organizagdo Mundial de Saude - OMS (WHO,
1965 e 1983). Dois grupos de cinco moluscos, selecionados
a0 acaso e medindo entre 10 e 15 mm de didmetro, sdo trans-
feridos para miniaquarios preenchidos com as solugdes a se-
rem testadas e cobertos com tampas perfuradas, para garantir
a respiracdo dos caramujos. Cada caramujo ocupa um volu-
me de 50 mL de solugdo do extrato testado. As amostras sdo
diluidas em agua do préprio reservatdrio, sem cloro, com o
auxilio de 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), nas concen-
tragdes iniciais de 400 e 100 ppm, para sele¢ao dos extratos
com potencial moluscicida. Ap6s um periodo de exposigdo
de 24 horas, os animais sdo retirados, lavados com agua e
transferidos para copos de plastico contendo agua do aqua-
rio, onde permanecerdo por um periodo de recuperagdo de
mais 24 horas, quando a mortalidade for registrada. Em todos
os ensaios sdo introduzidos grupos controle utilizando agua e
solugdes de dimetilsulféxido (DMSO) de concentragado igual
as usadas nos testes. Sao realizados ensaios com a substancia
comercial niclosamida (Atenase®-500mg Uci-farma) como
moluscicida de referéncia (20 ppm). Como critério de mor-
te, deve ser adotado a retragdo dos caramujos para dentro de
suas conchas ou a liberagdo de hemolinfa. Além disso, sdo
observados os batimentos cardiacos por meio de microscopio
estereoscopico, para verificar a mortalidade dos moluscos.
Segundo Hostettmann et al. (1980), os extratos sdo conside-
rados bioativos quando CL,; (concentragdo letal a 90% da
populacao estudada) for inferior a 400 ppm, porém, segundo
a OMS, a atividade ¢ considerada significante quando CL,,
for inferior a 100 ppm (WHO, 1965 e 1983). Logo, os ex-
tratos que provocarem 100% de mortalidade a 100 ppm sdo
selecionados para a obtengdo da CL,. Testes adicionais sdo
entdo realizados em concentragdes inferiores (100; 75; 50;
25;10; 5,0; 2,0 e 1,0 ppm), para a determinagdo dos valores
de CL,, e CL,, através de tratamento estatistico dos dados de
letalidade. Durante todo o ensaio moluscicida, os moluscos
sdo alimentados com alface. Os extratos que apresentarem
atividade bastante pronunciada (CL,, < 30 ppm) também
serdo testados para desovas de Biomphalaria glabrata e
peixes da espécie Poecilia reticulata.

Destino dos animais pdés-experimento

Embora os caramujos usados no experimento nao
devam estar infectados pelo parasito Schistosoma mansoni,
se os mesmos forem langados vivos no ambiente, poderiam
se infectar e tornarem-se vetores deste parasito. Assim, apos
48 horas de experimentagdo e avaliagdo da letalidade, todos
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0s caramujos, vivos ou mortos, devem ser expostos direta-
mente a solugdo concentrada de hipoclorito de sodio (agua
sanitaria comercial) para completa letalidade. Os caramujos
mortos devem ser congelados e, posteriormente, incinerados
e descartados em aterro sanitario. Como todas as solugdes
dos extratos, controles positivo ¢ negativo sdo preparadas
com agua do aquario e considerando que, ao coletar a agua
do aquario, eventualmente podem ser coletados também
ovos dos caramujos, todas as solugdes, inclusive a agua de
lavagem das vidrarias e objetos usados na preparagdo dos
experimentos, tudo enfim, é desinfetado com solu¢do con-
centrada de hipoclorito de sodio, antes de ser descartado em
esgotos domésticos.
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